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Résumé 

Les leucocytes sont connus pour jouer des rôles autant bénéfiques que néfastes dans 

le système nerveux central. La compréhension de leur mécanisme de recrutement est donc 

importante afin de contrôler leur circulation à travers la barrière hémato-encéphalique. De 

façon générale, l'adhésion forte est reconnue comme étant une étape clé de ce recrutement. 

Les principales actrices qui y sont impliquées sont les chimiokines et les intégrines. 

Cependant, l'identité de ces dernières peut changer selon le tissu, le stimulus et la nature 

des leucocytes recrutés. Dans ce travail, nous nous sommes intéressé à une population de 

leucocytes principalement composée de granulocytes : les leucocytes en forme de 

bâtonnets. Notre objectif principal a été de caractériser le mécanisme d'adhésion de ces 

cellules, dans le cerveau, en conditions inflammatoires via l'utilisation d'anticorps 

neutralisants ou d'animaux déficients pour les gènes d'intérêt. Notre hypothèse a été que 

l'intégrine aM|32, via sa liaison avec ICAM-1, ainsi que l'une des chimiokines liant 

CXCR2, sont importantes pour adhésion des granulocytes en réponse à différents produits 

bactériens (la toxine pertussique (PTX) et le lipopolysaccharide (LPS)) et durant 

l'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE). Afin de valider cette idée, nous 

avons, dans un premier temps, déterminé si l'expression spatio-temporelle d'ICAM-1 est 

régulée par la PTX et/ou le LPS et si son absence ainsi que la neutralisation d'aM|32 

influencent le recrutement des granulocytes. En second lieu, nous avons déterminé quel 

ligand de CXCR2 est le plus fortement exprimé dans ces conditions et vérifié si la 

neutralisation de cette chimiokine, CXCL1, affecte l'adhésion des granulocytes. Nos 

résultats ont démontré qu'ICAM-1 peut effectivement être régulée par le LPS et la PTX, 

qu'en réponse à cette dernière toxine, aMp2 semble être l'unique intégrine responsable de 

l'adhésion des leucocytes bâtonnets et qu'elle joue son rôle via, entre autre, ICAM-1. De 

plus, il s'avère que CXCL1 et CXCR2 sont importants dans l'adhésion des granulocytes en 

réponse à la PTX et au LPS. Finalement, non seulement la neutralisation de CXCL1 

diminue cette même adhésion durant l'EAE, mais réduit également la gravité de la maladie. 

En conclusion, dans ce projet, nous avons contribué à mieux comprendre le mécanisme de 

recrutement des granulocytes dans le cerveau sous différentes conditions inflammatoires. 
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Abstract 

Leukocytes are known to be beneficial or detrimal for the central nervous 

system. Understanding their mechanism of recruitment is very important to control their 

trafficking across the blood-brain barrier. In general, adhesion is well recognized to be a 

crucial step in their recruitment and is mediated mainly by chemokines and integrins. 

However, the identity of these molecules can change according to the tissue, stimulus and 

nature of the recruted leukocytes. In this work, we were interested by a population of 

leukocytes mainly composed of granulocytes : leukocytes with a rod-shaped. Our general 

goal was to characterize the mechanism of granulocyte adhesion in different inflammatory 

conditions by using neutralizing antibodies or knockout mice. Our hypothesis was that 

integrin aMp2, through its association with ICAM-1, and one of CXCR2 ligand play an 

important role in granulocyte adhesion in response to bacterial toxins (pertussis toxin 

(PTX) and lipopolysaccharide (LPS)) and during experimental autoimmune 

encephalomyelitis (EAE). To validate this concept, we initially examined whether the 

spatio-temporal expression of ICAM-1 is regulated by PTX and/or LPS and whether its 

absence and the neutralization of aM^2 influence granulocyte recruitment. Second, we 

determined the most highly expressed CXCR2 ligand in these conditions and whether the 

neutralization of this chemokine affects granulocyte adhesion to the brain vasculature. Our 

results revealed that ICAM-1 can be regulated by PTX and LPS and that in response to 

PTX, aMp2 integrin seems to be the unique responsible for leukocyte adhesion and plays 

its role, in part, via ICAM-1. Moreover CXCL1 and CXCR2 are important in granulocytes 

adhesion after treatment with PTX and LPS. Finally, it appears that CXCL1 neutralization 

not only decreases adhesion of granulocyte during EAE, but also reduces the severity ofthe 

disease. In conclusion, the results of this project help to better understand the mechanism of 

recruitment of granulocytes in the brain in different inflammatory conditions. 



Avant-propos 
Le premier chapitre de cette thèse est un résumé de la littérature portant sur la 

description de la maladie d'intérêt, la sclérose en plaques, ainsi que sur ses modèles 

inflammatoires. Également dans ce chapitre, on retrouve une description approfondie du 

mécanisme de recrutement des leucocytes connu en périphérie, dans le système nerveux 

central, dans la sclérose en plaques et dans son modèle animal, l'encéphalomyélite auto­

immune expérimentale. Finalement, une caractérisation des cellules d'intérêt dans notre 

laboratoire, les leucocytes bâtonnets, y est également présentée. 

Le chapitre 2 correspond à un article intitulé : Crawling Phagocytes Recruited in the 

Brain Vasculature after Pertussis Toxin Exposure through IL6, ICAM1 and ITGaM où la 

liste des auteurs est : Jean-François Richard*; Monica Roy*; Julie Audoy-Rémus; Pierrot 

Tremblay; Luc Vallières. Dans cet article, je suis *co-première auteure, car j 'ai contribué 

de façon égale avec Jean-François Richard aux résultats obtenus. De plus, bien que Luc 

Vallières a principalement écrit l'article, j 'ai contribué au développement du projet, à 

apporter des idées et à réviser l'article. Cet article, publié dans « Brain Pathology », a 

permis d'amorcer la caractérisation du mode d'action de la toxine pertussique sur le 

recrutement des leucocytes bâtonnets. Étant donné que mon projet de doctorat a porté sur la 

caractérisation de l'étape de l'adhésion forte lors du recrutement leucocytaire, ma 

contribution à cet article correspond aux figures 4 (A et B), 6 (B, C, D et E) et une partie de 

7. Ces figures portent sur l'identification de l'intégrine et de son ligand responsables de 

cette dite adhésion. 

Le chapitre 3 est un article intitulé : CXCL1 can be regulated by IL-6 and promotes 

granulocyte adhesion to brain capillaries during bacterial toxin exposure and 

encephalomyelitis. Publié dans « Journal of Neuroinflammation » où la liste des auteurs 

est : Monica Roy*, Jean-François Richard*, Aline Dumas, Luc Vallières. Dans cet article, 

je suis également *co-première auteure et j 'ai réalisé les résultats des figures 1(B et C), 2(B 

et C), 3(A), 4, 5(A, B et C) ainsi que d'une grande partie de 6. Mon travail a donc contribué 

à identifier la chimiokine la plus exprimée sous certaines conditions inflammatoires. De 

plus, j 'ai fait la preuve que CXCL1 et CXCR2 sont importants dans l'adhésion des 
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leucocytes bâtonnets en réponse à la toxine pertussique et au lipopolysaccharide ainsi que 

durant la forme animale de la sclérose en plaques : l'EAE. Finalement, via le rôle de 

CXCL1, j 'ai démontré que la diminution de l'adhésion des granulocytes dans le cerveau, 

dans ce même modèle animal, semble influencer la maladie. De plus, bien que Luc 

Vallières a principalement écrit l'article, j 'ai contribué au développement du projet, à 

apporter des idées et à réviser l'article. 

Dans le chapitre 4, on retrouve une discussion générale des résultats obtenus portant 

sur la compréhension du mécanisme d'action de la toxine pertussique. Il est également 

question de l'intérêt, entre autre thérapeutique, d'avoir caractérisé l'adhésion forte des 

granulocytes et leurs rôles potentiels dans des modèles inflammatoires. 

En dernier lieu, durant mon doctorat, j 'ai également obtenu d'autres résultats non 

publiés et négatifs. Ils portaient sur l'étude de d'autres chimiokines ainsi que sur un autre 

ligand d'aM|32 potentiellement important dans l'adhésion des leucocytes bâtonnets. Ces 

résultats sont présentés dans les annexes I et II. 
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Chapitre 1 : Introduction 

Les leucocytes constituent un système de défense très important pour les organismes 

humains et animaux. Par contre, dans certaines circonstances encore mal expliquées, ils 

attaquent également les cellules saines, menant au développement de maladies auto-

immunes telles que la sclérose en plaques (SEP). Afin que les leucocytes puissent pénétrer 

dans le système nerveux central (SNC), ils doivent d'abord être recrutés de la périphérie et 

traverser la barrière hémato-encéphalique (BHE). Par contre, bien qu'il soit reconnu qu'un 

tel recrutement est augmenté en condition pathologique, la caractérisation de ce mécanisme 

est encore à ce jour incomplète. En effet, malgré les nombreuses connaissances acquises en 

périphérie, la particularité de la BHE nécessite de valider ou encore d'élucider ce 

mécanisme spécifiquement pour le SNC. La pleine compréhension du mécanisme de 

recrutement des leucocytes dans ce système est un enjeu très important afin d'ultimement 

développer des thérapies efficaces contre des maladies telles que la SEP. Par ailleurs, non 

seulement les molécules impliquées peuvent varier selon le type de leucocytes recrutés, 

mais également selon les tissus et les stimuli inflammatoires. De ce fait, une caractérisation 

du mécanisme de recrutement de chacune des populations de leucocytes ainsi que de 

l'influence des différentes conditions stimulant ce recrutement doit être effectuée. Dans le 

modèle animal de la SEP, l'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), la toxine 

pertussique (PTX) agit comme stimulus en mimant une infection et potentialise la maladie. 

Par contre, on ignore encore par quel mécanisme elle agit exactement. Élucider le mode 

d'action de la PTX sur le recrutement des différents types de leucocytes dans le SNC peut 

nous apporter des informations importantes pour mieux comprendre et guérir la SEP 



1. La sclérose en plaques et ses modèles 

1.1 : Description de la maladie 

Décrite pour la première fois en 1868 par un neurologue français, le Dr Jean-

Martin Charcot [1], la SEP est une maladie auto-immune démyélinisante du SNC. En effet, 

lors de cette affection neurologique, le système immunitaire est anormalement activé, ce 

qui engendre une attaque de la myéline. Il y a alors la formation de lésions démyélinisantes 

(plaques) où l'on retrouve des dommages et des pertes d'axones [2, 3]. La dissémination 

dans le temps et dans l'espace des plaques crée non seulement un problème pour poser le 

diagnostic, mais en fait également une maladie polymorphe [4, 5]. Lorsque les plaques sont 

formées dans le nerf optique, la moelle épinière, le tronc cérébral, le cerveau ou le cervelet 

[2, 6], les principaux symptômes sont: faiblesse et spasmes musculaires, troubles de 

coordination, vertige, troubles de mémoire, dysfonctions urinaires et sexuelles, douleur, 

engourdissements, dépression, anxiété, troubles visuels, fatigue et somnolence, maux de 

tête, problèmes de déglutition, troubles intestinaux, etc. [7-17]. Parmi les symptômes moins 

fréquents, il y a la dystonie, les troubles olfactifs, l'aphasie, la perte auditive et l'épilepsie 

[18-22]. Un autre fait intéressant au sujet des symptômes de la SEP est que lorsque les 

lésions se manifestent d'abord dans les zones périventriculaires cérébrales, il n'y a souvent 

aucune manifestation clinique au début de la maladie, même que chez certains individus, le 

diagnostique sera posé que lors de l'autopsie [2, 19, 23]. 

Bien que les enfants puissent être atteints de la SEP, cette maladie se développe 

généralement entre 15 et 40 ans [24]. Les femmes sont plus touchées que les hommes, soit 

en général deux fois plus. Au Canada, elles le sont jusqu'à trois fois plus. L'incidence de 

cette maladie varie d'ailleurs selon les pays et, au Canada, elle touche environ 1/500 

personnes, soit entre 13 000 et 18 000 Québécois et entre 55 000 et 75 000 Canadiens [5]. 

Il n'y a pas que les symptômes qui soient multiples, mais également les formes de la 

maladie, lesquelles sont définies en fonction des différents patrons de rémission et 



d'attaque (exacerbation). Les attaques sont dues aux dommages et à la perte des axones 

causés par leur démyélinisation. Pour leur part, les rémissions sont attribuables à la 

remyélinisation, à la redistribution des canaux sodium sur les axones, à une compensation 

du SNC telle que l'augmentation de l'activité cérébrale et/ou à une diminution de 

l'inflammation [25]. Au total, il existe quatre formes de manifestations cliniques de la 

maladie. Il y a la forme cyclique (RR-SEP) qui se manifeste par des exacerbations suivies 

de périodes de rémission complète ou partielle (Figure IA et B). De plus, entre chacune des 

attaques, aucune progression de la maladie n'est notée et cette période peut durer très 

longtemps (mois ou années). Il s'agit de la forme la plus fréquente, soit environ 85-90% des 

cas. La forme primaire-progressive (PP-SEP) se caractérise par une progression de la 

maladie dès l'apparition des signes cliniques (figure IC) et où l'on peut parfois noter des 

plateaux ou de faibles améliorations (figure ID). Cette forme touche environ 10-15% des 

patients. La forme secondaire-progressive (SP-SEP), quant à elle, fait suite à la forme 

cyclique, c'est-à-dire qu'environ 50% des gens ayant la forme RR-SEP vont voir leur 

maladie s'aggraver de façon continue où pourront apparaître quelques rares plateaux, 

améliorations ou petites attaques (Figure IE et F). Finalement, la forme progressive-

récurrente (PR-SEP) se manifeste par une progression continue avec certains épisodes 

d'exacerbation où la rémission est absente ou très faible (Figure 1G et H). C'est la forme la 

plus rare de la maladie [5, 26, 27]. 

Le principe de base du diagnostic de la SEP est qu'il doit y avoir la preuve d'une 

dissémination dans le temps et dans l'espace d'au moins deux plaques dans le SNC. C'est 

par une combinaison d'analyses et de critères que cette dissémination est démontrée, 

puisqu'il n'existe encore aucun test simple et unique [28]. Les différents outils utilisés 

sont : 1) l'histoire médicale complète, qui met en évidence les différents symptômes de la 

SEP; 2) l'imagerie par résonnance magnétique (IRM), qui permet de visualiser les plaques; 

3) l'étude du liquide céphalo-rachidien (LCR), où, contrairement au sérum du patient, la 

présence de bandes oligoclonales d'immunoglobulines fait preuve d'une synthèse 

intrathécale d'immunoglobulines et 4) l'évaluation des potentiels évoqués visuels, qui, par 

la mise en place stratégique de petites électrodes au niveau de la tête, détermine s'il y a des 

anomalies d'influx nerveux [6, 28-30]. 
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Adaptée de Lublin et coll., 1996 

Figure 1 : Schéma illustrant les différentes formes de la sclérose en plaques 

La forme cyclique (Figure A et B) est la forme la plus fréquente de la maladie et dans 
environ 50% des cas, elle se développe en forme secondaire-progressive (Figure E et F). 
Pour leur part la forme primaire-progressive (figure C et D) et la forme progressive-
récurrente (figure G et H) affectent respectivement 10-15% et 5% des patients. 



1.2 : Traitements de la sclérose en plaques 

Malgré toutes les recherches menées sur la SEP à ce jour, il n'existe aucun remède 

pour guérir cette maladie. Les traitements existants sont classés en trois catégories. La 

première est celle des médicaments qui modifient l'évolution de la maladie, la deuxième 

atténue les rechutes et la dernière diminue les symptômes. Les principaux traitements et les 

mécanismes d'actions proposés des deux premières catégories sont résumés au tableau 1. 

Ce dernier ne comprend pas une liste de la dernière catégorie, car tel que mentionné dans la 

section précédente, les symptômes sont très nombreux. Alors, une grande quantité de 

produits peut cibler ces différentes manifestations cliniques. Il s'agit donc de traitements 

« cas par cas » selon les symptômes et les réponses de chaque patient à chaque traitementet. 

Donc, malgré la grande quantité de produits utilisés dans le but d'améliorer la qualité de vie 

des gens atteints de la SEP, non seulement aucun de ceux qui existent ne peut guérir la 

maladie, mais certains causent même des effets secondaires très importants. Par exemple, 

certains patients traités avec le natalizumab ont développé une leucoencéphalopathie [31]. 

La découverte d'un traitement guérissant la SEP est donc encore un enjeu de grande 

envergure. 

Tableau 1 : Résumé des traitements de la SEP 
Traitements Mécanismes d'actions 

(IFN-B)-lbet la - Immunorégulateur 
- Inhibition de l'adhésion 
- Blocage des MMPs 
- Blocage de la présenation d'antigène 

Acétate de 
glatiramère 

- Immunorégulateur 
- Augmentation des lymphocytes T régulateurs 
- Diminue la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 
- Blocage de la présenation d'antigène 

Mitoxan trône - Immunorépresseur 
- Blocage de la prolifération des lymphocytes T 
- Diminue la sécrétion des cytokines Thl 

Natalizumab - Blocage de l'intégrine a4{51 
- Diminue l'adhésion des lymphocytes T 

Corticostéroïdes - Diminue l'inflammation 
- Restaure la BHE 

Réalisé à partir de Frohman et coll., 2006 



1.3 : Causes de la sclérose en plaques 

Une autre raison, qui fait de la SEP une maladie encore mal comprise, est que la 

cause de la maladie demeure encore inconnue. En effet, diverses causes sont suspectées 

d'être impliquées dans l'étiologie de la maladie telles que des facteurs génétiques et 

environnementaux. 

1.3.1 : La génétique 

L'un des facteurs candidats responsable de la SEP est la génétique. En effet, des 

études d'agrégation familiale ont révélé que le risque de développer la SEP augmente avec 

le degré de parenté avec une personne déjà atteinte de la maladie [32-34]. L'importance 

potentielle de la contribution génétique a donc mené à chercher l'identité du ou des gènes 

de susceptibilité. Parmi tous les gènes étudiés, trois candidats se sont révélés être 

majoritairement impliqués. Le premier groupe, reconnu depuis de nombreuses années, 

correspond aux haplotypes des gènes HLA-DR et HLA-DQ et, entre autre chez les 

caucasiens, l'haplotype en question est le DR15, DQ6 [26, 35-37]. Dernièrement, ce sont 

les gènes de deux récepteurs qui ont été révélés comme étant des facteurs de risque. Il s'agit 

du récepteur alpha de l'interleukine-2 (IL-2R-alpha) et du récepteur alpha de 1'interleukine-

7 (IL-7R-alpha) [38, 39]. Évidemment, bien que ces gènes soient associés à une probabilité 

plus élevée de développer la maladie, aucun n'est l'unique cause de la SEP. Alors, de 

nombreux autres gènes ont été étudiés tels que ceux de chimiokines, de cytokines, 

d'immunoglobulines, de molécules de surfaces des cellules T, etc. Certaines relations ont 

été écartées, d'autres, telles que des polymorphismes, ont été détectées chez des gens 

souffrant de la SEP. Par contre, encore là, aucun de ces gènes ne semble être exclusivement 

la cause de la maladie [40-46]. 



1.3.2 : L'environnement 

L'autre facteur suspecté d'être responsable de la SEP est l'environnement. La 

contribution de ce dernier est mise en évidence par une distribution géographique bien 

particulière de la maladie. En effet, tel qu'illustré à la figure 2, l'incidence de la maladie est 

beaucoup plus faible dans les pays tropicaux que dans les pays tempérés, c'est-à-dire qu'on 

note une augmentation de la maladie avec la latitude [4, 47-50]. 

Tirée de Milo et coll., 2010 

Figure 2 : Distribution géographique mondiale de la sclérose en plaques 

Une augmentation des cas de SEP est généralement observée avec la latitude. 

Il existe donc des zones à hauts risques de développer la maladie et des zones à 

faibles risques. Bien sûr, une distribution géographique particulière pourrait être due à des 

caractéristiques génétiques des populations occupant ces zones géographiques. Cependant, 

supportant l'hypothèse d'un rôle important de l'environnement, il a été démontré que si une 

population donnée migre d'une zone à fort risque vers une zone à faible risque, les chances 

que les membres de cette population développent la SEP sont diminuées comparativement 

aux personnes restées dans le pays d'origine. L'inverse est également vrai [4, 51]. Parmi les 

candidats environnementaux, on retrouve l'exposition aux rayons ultraviolets (UV). En 



effet, il existe une corrélation inverse entre l'exposition aux rayons solaires et la 

susceptibilité de développer la SEP [52]. Le rayonnement UV est la principale source de 

vitamine D. Cette production est d'abord réalisée par les fibroblastes dermaux ainsi que par 

les kératinocytes épidermaux qui absorbent les rayons UVB (290-315 nm) via le 

déhydrocholestérol présent dans leur membrane plasmique. Il y aura alors transformation 

dans l'organisme en vitamine D3, puis en 25-hydroxyvitamine D3 et finalement en forme 

biologiquement active et utilisée par le corps : le 1,25-dihydroxyvitamine D3 [53]. Alors, 

l'une des explications à la corrélation négative décrite précédemment serait un effet 

protecteur de la vitamine D [47, 50, 54-57]. Son mode d'action pourrait être de diminuer 

l'inflammation dans le SNC. En effet, diverses études effectuées chez des animaux 

souffrant d'EAE et traités avec le 1,25-dihydroxyvitamine D3 ont démontré soit une 

augmentation de cytokines anti-inflammatoires telles que l'IL-4 et le TGF-131, une 

diminution de l'accumulation de macrophages dans le SNC, une inhibition du 

développement des lymphocytes Thl ou une augmentation de l'apoptose des cellules CD4+ 

[55, 58-60]. Une autre observation, supportant l'effet bénéfique de la vitamine D, est la 

relation entre le risque qu'une personne développe la SEP et le mois auquel elle est née. En 

effet, les personnes nées en mai seraient plus susceptibles d'être atteintes de cette maladie 

contrairement à celles nées en novembre, lesquelles seraient d'ailleurs les moins à risque de 

développer la SEP. L'une des explications à cette observation serait le niveau d'exposition 

de la mère aux UV durant la grossesse [61]. 

Un autre facteur environnemental suspecté d'être impliqué dans la SEP est 

l'infection. L'une des observations supportant cette hypothèse est que plus de 90% des 

patients atteints de cette maladie manifestent une très haute concentration d'IgG dans leur 

cerveau et dans leur LCR [62]. De plus, il a été démontré qu'après une infection, le risque 

d'être victime d'une exacerbation est augmenté [63-65]. La responsabilité réelle d'une telle 

infection reste à découvrir, mais il est possible qu'elle puisse mener à une activation non 

spécifique des cellules auto-réactives entraînant une réponse inflammatoire auto-immune 

amplifiée [26]. Une autre évidence qui supporte l'idée que l'infection est importante dans 

l'étiologie de la SEP, est que les souris transgéniques qui expriment le récepteur de cellules 

T spécifiques de la MBP (myelin basic protein) ne peuvent pas développer d'EAE 



spontanée tant qu'elles sont hébergées en milieu stérile ou qu'elles non pas eu d'injection 

de PTX, laquelle est utilisée pour mimer infection dans l'induction de l'EAE [66]. Il existe 

un autre mécanisme par lequel les agents infectieux pourraient causer la SEP : le 

mimétisme moléculaire. Ce dernier correspond à l'activation de cellules auto-réactives par 

un antigène de l'agent infectieux qui a soit un epitope partagé ou une conformation spatiale 

très similaire avec un antigène du soi (la myéline dans ce cas-ci) [26]. Un des candidats 

pour ce dernier mécanisme est le virus d'Epstein-Barr, lequel cause la mononucléose [4, 

67]. L'hypothèse liée à ce virus est que la dite infection aurait eu lieu des années avant le 

début de la maladie. L'agent d'infection pourrait alors demeurer latent durant plusieurs 

années avant d'être ré-activé et responsable de la maladie ou encore créer une réaction 

immunitaire continue [62, 67]. Supportant l'implication du virus, il a été démontré que les 

gens non-infectés ou infectés tôt dans leur vie, c'est-à-dire qui développent rarement la 

mononucléose, ont moins de chance de développer la SEP [68]. De plus, une plus forte 

quantité d'anticorps contre ce virus a été détectée chez les personnes atteintes de la SEP, 

bien que 95% des gens soient porteurs du virus [67]. Le virus d'Epstein-Barr n'est pas le 

seul agent infectieux potentiellement impliqué, puisque l'herpès virus 6 et 1 humain, le 

virus de la varicelle et du zona ainsi que la bactérie Chlamydia pneumoniae font aussi 

partie des candidats suspectés [26]. 

D'autres facteurs environnementaux, tels que la cigarette et l'apport d'antioxydants 

dans l'alimentation, ont également été suspectés d'être impliqués dans la SEP [47]. En 

effet, certaines études ont démontré qu'il pouvait y avoir un risque plus élevé de développer 

la SEP chez les fumeurs ou encore que la prise d'antioxidants dans l'alimentation empêche 

ou retarde le développement de l'EAE [69, 70]. Par contre, aucun d'eux n'est encore 

reconnu comme étant l'unique responsable de la SEP. 

1.3.3 : L'inflammation 

Bien que la cause exacte de la SEP demeure inconnue, il est généralement admis 

qu'il s'agit d'une maladie auto-immune inflammatoire. L'inflammation est donc un 

élément clé. De très nombreux faits supportent cette idée. Par exemple, il est connu que le 

transfert de cellules T CD4+ spécifiquement auto-réactives pour la myéline chez des souris 



naïves mène au développement de l'EAE [26]. Aussi, les plaques caractéristiques de la 

maladie sont peuplées d'une très grande quantité de lymphocytes T (CD8* et CD4 *) et de 

macrophages activés [71]. Il a même été démontré que les macrophages au centre des 

plaques pouvaient contenir des débris de myéline, démontrant ainsi l'importance de leur 

rôle de phagocyte [72]. Une infiltration de leucocytes polynucléaires dans le SNC a 

également été notée durant l'EAE [73, 74]. De plus, de nombreuses cytokines pro-

inflammatoires, telles que 1TL-6, l'IL-12 et 1TL-17, sont augmentées chez les malades et 

les souris déficientes pour certaines cytokines, telles que l'IL-6 ou 1TL-23, sont résistantes 

à l'EAE [2, 26, 75, 76]. Cette liste n'est pas exhaustive, mais elle démontre bien le rôle 

important de l'inflammation dans la SEP. Les nombreuses recherches menées sur le sujet 

apportent même des pistes quant aux mécanismes moléculaires et cellulaires 

inflammatoires impliqués dans cette maladie. Étant donné que l'inflammation est le sujet 

principal de ce travail, une attention particulière sera portée à ce mécanisme et sera décrit 

dans la section 2. 

1.4 : Principaux modèles animaux de la sclérose en plaques 

Un nombre important de connaissances que nous avons au sujet de la SEP a bien sûr 

été acquis à partir d'études effectuées chez les patients. Cependant, une grande partie de 

celles-ci provient également de l'utilisation de différents modèles animaux soient : la 

démyélinisation par la cuprizone, le virus de Theiler et l'EAE. Dans le cadre de ce projet de 

doctorat, nous nous sommes plus particulièrement intéressé à l'EAE. En effet, ce modèle 

permet non seulement de caractériser le côté auto-immunitaire de la SEP, mais également 

d'évaluer et de caractériser la participation potentielle de différents facteurs 

environnementaux sur la maladie. C'est donc ce modèle qui sera décrit dans la présente 

section. 

Bien que l'EAE ne soit pas le reflet exact de la SEP, puisqu'il s'agit d'une 

inflammation auto-immune provoquée, il est reconnu qu'il s'agit d'un modèle de 

prédilection pour étudier la maladie. En effet, il aide à mieux comprendre l'implication de 

différents gènes et facteurs environnementaux sur les processus inflammatoires impliqués 

dans l'initiation et le développement de la maladie. De plus, contrairement à l'infection 
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créée par le virus de Theiler, l'EAE peut être causée chez diverses espèces animales, 

incluant les primates non-humains. C'est d'ailleurs chez le singe que l'EAE a été induite 

pour la première fois en 1933 [77]. Aussi, en apportant certaines modifications lors de 

l'immunisation, telles que modifier le produit d'émulsion à l'aide d'ultrason, il est possible 

d'induire l'EAE chez différentes souches de rongeurs dont les souris BALB/c. Ainsi, on 

peut acquérir des informations supplémentaires sur le processus inflammatoire. En effet, 

dans ce context, contrairement à l'EAE induite chez des souches de souris plus 

conventionnelles, les neutrophiles sont les principaux leucocytes recrutés et, malgré ce 

changement, les signes cliniques de la maladie sont similaires. Ce résultat peut donc 

apporter de nouvelles informations sur l'importance de cette population de leucocytes dans 

la maladie [78]. Le modèle conventionnel de l'EAE est caractérisé par une infiltration de 

cellules inflammatoires créant des lésions démyélinisantes qui apparaissent en premier dans 

la moelle épinière [79]. La manifestation clinique de l'EAE est donc généralement une 

paralysie ascendante, c'est-à-dire qu'elle commence par une perte de mouvement de la 

queue (ramollissement), suivie d'une paralysie des membres postérieurs, puis des membres 

antérieurs [79]. La progression des signes cliniques est notée de 0 à 5, où le 0 représente un 

animal non malade et le 5 un animal moribond ou mort. L'EAE est une pathologie qui se 

manifeste assez rapidement, c'est-à-dire que les signes cliniques apparaissent généralement 

entre les jours 10 et 15. Finalement, une faible rémission peut être observée et, s'il s'agit de 

l'EAE sous la forme cyclique, la rémission peut être plus importante et être suivie d'une 

exacerbation [79]. 

Il existe deux modèles d'EAE, mais tous deux partent du même principe, c'est-à-

dire l'activation en périphérie de cellules T CD4+ reconnaissant une protéine de la myéline 

[80]. 

Le premier modèle, le modèle actif, est induit par une immunisation avec des 

antigènes de myéline, tels que la MBP, le PLP (myelin proteolipid protein) ou encore le 

MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein), dans un adjuvant complet de Freud. Ce 

dernier est composé de mycobactérium tuberculosis mort dans une emulsion d'huile et 

d'eau. De plus, afin d'augmenter la sévérité et l'incidence de la maladie, une injection de 

PTX est également donnée à l'animal [80-82]. L'effet de cette toxine sera discuté dans le 
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prochain chapitre. Bien que le MOG, le MBP et le PLP soient les antigènes les plus utilisés 

pour induire l'EAE actif, d'autres peuvent être employés tels que la MAG (myelin-

associatedglycoprotein) la protéine SlOOp, l'OSP (oligodendrocyte-specific glycoprotein) 

[26, 82, 83]. 

Le deuxième modèle est l'EAE passif. Il est induit par le transfert adoptif, dans des 

souris naïves, de cellules T isolées de souris préalablement induites par l'injection 

d'antigènes de la myéline [79, 82]. Dans ce modèle, on peut, entre autre, modifier in vitro 

les cellules transférées pour les rendre fluorescentes, afin de les suivre durant la pathologie 

et ainsi mieux caractériser leur rôle. Il est également possible de modifier certaines de leurs 

caractéristiques toujours dans le but d'étudier leurs fonctions [79]. 

1.5 : Toxines 

Tel que mentionné précédemment, il est généralement bien reconnu que 

l'inflammation joue un rôle important dans la SEP. Afin de mieux comprendre quelles 

influences peut avoir l'environnement, et plus précisément dans le cadre du présent travail 

une infection sur une telle inflammation, les toxines bactériennes peuvent s'avérer être des 

outils précieux. En effet, par leur capacité à mimer certains aspects des infections, leur 

utilisation peut fournir des informations importantes pour ultimement développer de cibles 

thérapeutiques efficaces. Le lipopolysaccharide (LPS) est l'une des toxines les plus 

utilisées pour étudier l'implication du système immunitaire lors d'une inflammation 

systémique. Dans le cadre de ce travail, elle a surtout été utilisée à titre comparatif. En 

effet, lors de l'induction de l'EAE, la PTX est l'un des agents qui substitue l'infection, mais 

son mode d'action est méconnu. C'est pour cette raison que notre intérêt a davantage été 

porté sur cette toxine. 

1.5.1 : Le lipopolysaccharide 

Le lipopolysaccharide est une endotoxine présente dans les membranes externes des 

bactéries gram-négatives et il est bien connu pour stimuler le système immunitaire inné 

[84-86]. En effet, le LPS se lie tout d'abord à une protéine soluble, la LBP, qui s'associe au 

CD 14. Par la suite, il sera dirigé vers le récepteur TLR4, lequel doit également être lié au 
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MD-2 afin que la voie signalétique subséquente puisse être activée [87]. Après sa liaison 

avec le LPS, le TLR4 oligomérise et ensuite, par diverses régions de son domaine TIR, 

recrute la protéine MyD88 qui, via des kinases associées au récepteur d'IL-1 (IRAK) et 

TRAF6, active la translocation nucléaire du NF-KB OU de l'AP-1 [88, 89]. Ainsi, diverses 

cytokines inflammatoires, molécules d'adhésion, chimiokines, etc., seront produites et 

conduiront à une inflammation systémique [86, 88, 90]. L'utilisation du LPS et la 

régulation des molécules inflammatoires qu'il affecte ont été étudiées dans divers systèmes 

de l'organisme dont le SNC. En effet, dans ce système, il a entre autre été démontré le LPS 

régule l'expression de l'IL-6, de 1TL-1J3, du tumor necrosis factor (TNF) et de 

l'angiopoïétine-2 (.Ang2) [91, 92]. Son utilisation apporte donc des informations de 

première ordre sur la réponse inflammatoire du SNC lors d'une inflammation systémique. 

1.5.2 : La toxine pertussique 

Dans l'EAE, la toxine utilisée pour mimer l'infection et augmenter la sévérité la 

maladie est la toxine pertussique. La compréhension de son mécanisme d'action, lequel est 

encore méconnu, procure des informations essentielles sur l'influence d'un tel stimulus sur 

le processus inflammatoire de cette maladie. La PTX est produite par la Bordetella 

pertussis. C'est une toxine qui possède six sous-unités. Une seule d'entre-elles, soit celle 

nommée SI ou A, possède une activité enzymatique. En effet, les cinq autres, soit celles 

correspodant aux portions S2 à S5 ou nommées portion B, se lient à la surface cellulaire 

[93, 94]. La principale fonction pour laquelle la PTX a longtemps été reconnue est d'altérer 

la signalisation des protéines G. En effet, la sous-unité SI hydrolyse le NAD cellulaire. Le 

ADP-ribose libéré sera alors transféré à un résidu cysteine de la région C-terminale de la 

sous-unité a de protéines G (Gi) et fera une ADP-ribosylation de cette dernière. Il y aura 

alors activation de l'adénylate cyclase, production d'AMPc ainsi que suractivation des voies 

subséquentes. De plus, cette modification empêche tout récepteur d'activer la dite protéine 

G [93-96]. À noter qu'il est suggéré que pour jouer son rôle, la sous-unité SI est d'abord 

dissociée des autres sous-unités et que le reticulum endoplasmique est un organite très 

important pour cette action de la sous-unité SI [94, 97]. 
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Concernant son rôle dans l'EAE, la PTX a été utilisée pour la première fois dans les 

années 50 [98]. Depuis, de façon courante, on administre cette toxine aux animaux afin de 

potentialiser la maladie. Cependant, malgré son importance dans l'induction de l'EAE, son 

mode d'action est encore méconnu. En effet, il a longtemps été suggéré que l'unique rôle 

de la PTX dans l'EAE est d'augmenter la perméabilité de la BHE [99], facilitant ainsi la 

circulation des cellules inflammatoires vers le SNC. Par la suite, il a été découvert que la 

PTX peut activer la signalisation cellulaire via le récepteur TLR4 et qu'elle augmente 

l'expression d'une molécule importante dans le recrutement des leucocytes, la sélectine-P 

[100]. De plus, non seulement la PTX stimule le recrutement des Thl dans le SNC, mais 

elle peut aussi être responsable de la production, entre autre, d'IFN-y et d'IL-17 par les 

lymphocytes T, tout comme elle semble accroître la réponse de ces cellules en activant les 

cellules présentatrices d'antigène [81, 100-102]. Également, chez des souris où la 

chimiokine CCL2 est sur-exprimée, l'injection de la PTX provoque, en plus d'une forte 

infiltration de leucocytes dans le cerveau, une induction de métalloprotéinases (MMP-8,10 

et ADAM-12), dTL-l|3 et de TNF [103]. La PTX semble donc agir sur différentes 

composantes du processus inflammatoire, c'est-à-dire qu'elle n'intervient pas uniquement 

sur la perméabilité de la BHE. Alors, continuer d'élucider son mécanisme d'action peut 

contribuer à mieux comprendre, entre autre, quelle influence peut avoir les agents 

infectieux sur l'inflammation dans l'EAE et ultimement dans la SEP. 

2. Mécanismes moléculaires et cellulaires de la sclérose 
en plaques et de l'EAE 

Les détails du processus inflammatoire impliqué dans la SEP ne sont pas encore tous 

connus, mais grâce aux nombreuses études effectuées sur l'EAE, un modèle de mécanisme 

moléculaire et cellulaire de la maladie est proposé. Ce dernier est illustré à la figure 3 et se 

décrit comme suit : en périphérie et fort probablement dans les organes lymphoïdes, des 

cellules présentatrices d'antigène, telles que les cellules dendritiques, activent des 

lymphocytes T CD4+ en les exposant à l'antigène de la myéline via leur complexe majeur 

d'histocompatibilité de classe II (CMH II). Une fois activés, ces lymphocytes T vont migrer 

vers le SNC. Ensuite, ils vont être ré-activés par des cellules présentatrices d'antigène de ce 

système (cellules dendritiques ou microglie). Une fois que les cellules T sont ré-activées, 
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elles produisent des cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, OPN, LT etc.,) qui, à leur tour, 

activent les microglies et macrophages du SNC. Ces derniers relâchent également des 

cytokines pro-inflammatoires, créant une boucle d'activation. De plus, ils sécrètent des 

substances toxiques, telles que l'oxyde nitrique (NO) ou des dérivés actifs de l'oxygène 

(ROS), qui peuvent attaquer soient les oligodendrocytes ou directement les axones. 

Également, ils peuvent devenir des phagocytes de la myéline menant ainsi à la destruction 

de cette dernière. Une augmentation de chimiokines est également notée, laquelle mène au 

recrutement de d'autres cellules inflammatoires dans le SNC. Un bris de la BHE sera aussi 

ultimement observé [26, 104-107]. L'identité de l'antigène impliqué dans la maladie n'est 

pas encore connue, mais des études suggèrent qu'il pourrait s'agir du MOG, de la MBP, de 

la PLP, de la MAG, de l'OSP ou encore du MOBP, soit la vaste majorité des protéines de la 

myéline [108]. En effet, ces antigènes de la myéline peuvent être utilisés pour induire 

l'EAE, démontrant ainsi leur rôle potentiel dans la maladie [108-112]. Concernant les 

lymphocytes T, on a longtemps cru que les cellules Thl étaient les principales cellules T 

impliquées dans la maladie, mais de récentes évidences supportent l'idée que les Thl7 y 

sont les principaux acteurs [113, 114]. 
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Tirée de Platten et coll., 2005 

Figure 3 : Modèle moléculaire et cellulaire de la sclérose en plaques proposé à partir 
de l'EAE 

Les lymphocytes T sont d'abord activés en périphérie par des cellules présentatrices 
d'antigène avant de migrer vers le SNC où ils seront ré-activés. Les cytokines pro-
inflammatoires qu'ils sécrètent stimulent alors les microglies et les macrophages du SNC. 

Dans le modèle proposé et décrit, les cellules présentatrices d'antigène et les 

lymphocytes T sont les principales cellules immunitaires importantes dans la SEP. 

Cependant, de plus en plus de recherches menées au sujet de l'inflammation dans la SEP et 

dans l'EAE démontrent qu'une autre population serait importante dans la maladie, les 

granulocytes. En effet, bien qu'on retrouve peu de granulocytes dans les lésions des 

patients, leur nombre est augmenté dans le sang des patients[115, 116]. De plus, l'analyse 

de ces granulocytes a démontré que chez les patients ils sont un fort potentiel de 

dégranulation et de production de ROS [117]. Finalement, chez les gens souffrants de la 

neuromyélite optique (NMO) une maladie très similaire à la SEP plus commune, c'est-à-

dire qu'elle est caractérisée par la présence de lésion démyélinisante dans la moelle épinière 

et le nerf optique, les neutrophiles sont une population de leucocytes grandement retrouvée 
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dans les lésions [118]. Concernant la forme animale de la maladie, non seulement leur 

recrutement augmente avec les signes cliniques dans l'EAE [74], mais l'utilisation d'un 

anticorps, qui deplete ces cellules ainsi qu'une portion de cellules monocytaires, empêche 

également le développement de la maladie chez l'animal [119, 120]. De plus, lorsque 

l'EAE est induite chez la souche de souris BALB/c, souris ayant des signes cliniques 

similaires à ceux des souches conventionnelles, les neutrophiles sont les principaux 

leucocytes infiltrés [78]. La connaissance du rôle que peut jouer ces cellules dans la 

maladie est donc un nouvel enjeu pour la recherche sur la SEP. 

3. Mécanismes de recrutement des leucocytes 
Afin qu'un processus inflammatoire puisse prendre place dans un tissu donné, il est 

important que les leucocytes soient recrutés dans ce tissus. Ils doivent donc préalablement 

traverser l'endothélium via un mécanisme de recrutement bien précis. De façon générale, et 

principalement décrit en périphérie, le processus de recrutement, illustré à la figure 4, 

comporte différentes étapes. Tout d'abord, il y a capture et roulement des leucocytes sur 

l'endothélium activé. Cette étape est assurée principalement par les sélectines. Ensuite, les 

chimiokines activent les intégrines présentes sur les leucocytes. Cette activation permettera 

l'adhésion forte des leucocytes par l'interaction de ces intégrines avec des molécules 

d'adhésion sur l'endothélium. Une fois adhères fortement, les leucocytes vont patrouiller la 

vasculature avant de transmigrer, par diapédèse, dans le tissu. Les principaux acteurs de 

cette étape sont les chimiokines, les intégrines, les molécules d'adhésion et les 

métalloprotéinases [121-126]. 
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Figure 4 : Étapes du mécanisme de recrutement des leucocytes 

Les leucocytes sont d'abord capturés et adhèrent faiblement à l'endothélium. Ensuite, ils 
sont activés, puis adhèrent fortement avant de patrouiller et de transmigrer par diapédèse 
dans le tissu. 

Dans la SEP, le mécanisme du recrutement leucocytaire occupe également une 

place importante, car tel que mentionné précédemment, les leucocytes doivent pénétrer 

dans le SNC pour que la maladie s'amorce et progresse. Cependant, une autre particularité 

s'ajoute à cette pathologie. En effet, contrairement aux autres systèmes de la périphérie, 

avant de pénétrer dans le SNC, les cellules doivent traverser une structure unique à ce 

système, la BHE. Cette dernière représente un endothelium non fenêtre et scellé par des 

jonctions serrées. De plus, l'étanchéité de la BHE est encore plus assurée par la présence de 

pericytes et de pieds d'astrocytes [121, 127, 128]. Alors, par cette structure, la circulation 

cellulaire à travers la BHE est très limitée. Par conséquent, bien que la connaissance 

approfondie du mécanisme de recrutement des leucocytes en périphérie nous apporte un 

certain nombre d'informations, nous ne pouvons être certain que ce dernier soit 

parfaitement transposable au SNC. Sa caractérisation dans le SNC peut donc apporter des 

informations importantes permettant d'ultimement développer des cibles thérapeutiques 
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pour le traitement de la SEP. De plus, étant donné que le mécanisme de recrutement des 

leucocytes est le sujet principal de la présente thèse, dans les sections suivantes, chacune de 

ses étapes sera décrite comme suit : d'abord les connaissances acquises en périphérie seront 

présentées, puis celles confirmées dans le SNC et finalement celles concernant plus 

particulièrement la SEP et l'EAE. 

3.1 : Activation de l'endothélium 

Lorsqu'on décrit le mécanisme général de recrutement des leucocytes dans la 

littérature, on mentionne très souvent la capture et le roulement comme étant les premières 

étapes de ce recrutement. Par contre, il est important de souligner qu'afin que 

l'endothélium exprime les différentes composantes importantes dans ce mécanisme, telles 

que les sélectines, il doit d'abord être activé [129, 130]. Les médiateurs inflammatoires les 

plus connus pour jouer ce rôle sont les cytokines, l'histamine, la thrombine et les 

leucotriènes et ce, autant au niveau de la périphérie qu'au niveau du SNC. [92, 126, 131-

144]. Bien que les principales cytokines impliquées dans l'activation de l'endothélium 

soient l'IL-ip, le TNF et l'IFNy, d'autres évidences démontrent la participation de certaines 

autres cytokines, telles que 1TL-6, laquelle, via son récepteur, IL-6Ra et la sous-unité 

gpl30, active la voie de signalisation JAK7STAT3 [145-147]. Il s'agit d'ailleurs d'une 

cytokine importante dans l'EAE, puisqu'en son absence, les souris sont résistantes à cette 

maladie [75, 148]. Au niveau de la SEP, l'IL-6 peut être augmentée chez les patients [149]. 

Par contre, les études n'arrivent pas toutes à ce même résultat, ce qui peut s'expliquer par la 

durée de vie relativement courte des cytokines [150, 151]. 

3.2 : Capture et roulement 

Une fois l'endothélium activé, la première étape proprement dit du recrutement est 

la capture et le roulement des leucocytes. Elle est principalement médiée par les sélectines. 

En effet, ces dernières vont attraper les leucocytes, ce qui aura pour effet de réduire leur 

vélocité et d'amorcer leur roulement sur l'endothélium. La famille des sélectines comprend 

trois membres : 1) la sélectine-L (CD62L), qui est exprimée sur la majorité des leucocytes; 
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2) la sélectine-P (CD62P), qui est retrouvée sur l'endothélium et les plaquettes activés et 3) 

la sélectine-E (CD62E) qui est exprimée uniquement sur l'endothélium sous conditions 

inflammatoires [123]. De façon plus précise, on peut retrouver la sélectine-L chez tous les 

monocytes et granulocytes ainsi que chez la plupart des lymphocytes [152-155]. 

Concernant la sélectine-P, dans l'endothélium, elle est entreposée dans les corps de Weibel-

Palade. Une stimulation provoque alors la fusion de ces corps avec la membrane plasmique 

endothéliale exposant ainsi la sélectine-P en quelques minutes seulement [155, 156]. Pour 

sa part, la sélectine-E, à l'exception de la peau, n'est pas emmagasinée dans l'endothélium 

et doit donc être synthétisée de novo lors de stimulations inflammatoires [155, 156]. 

Les sélectines sont des glycoprotéines transmembranaires de type I [155, 156]. Leur 

portion N-terminale extracellulaire est considérablement bien conservée entre chacune 

d'elles et entre les espèces. Cette région est composée d'un domaine lectine, suivit d'un 

domaine EGF (epidermal growth factor) et d'un nombre variable de répétitions et de 

domaines homologues aux protéines régulatrices du complément (domaine CR) [154, 155]. 

Les portions transmembranaires et cytoplasmiques diffèrent plus entre les trois sélectines, 

mais demeurent bien conservées entre les espèces [154]. Les sélectines se lient à leurs 

ligands via les hydrates de carbones présents sur ces derniers de façon calcium-dépendante 

[155]. Le ligand commun aux trois sélectines est PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-

1) et il est retrouvé sur les leucocytes et parfois sur les cellules endothéliales [126, 154, 

157-159]. De plus, il est important de noter que PSGL-1 doit être glycosylé afin d'être le 

ligand des sélectines [123]. Une autre nuance à apporter est que malgré sa capacité a être lié 

à la sélectine-E, PGSL-1 n'est pas son principal ligand [154, 160]. En effet, CD44, ESL-1 

(E-selectin ligand-1) de même que l'intégrine ctM|32 sont d'autres ligands potentiels de 

cette sélectine [123, 126, 161]. 

Au début de la présente section, il a été mentionné que les sélectines sont les 

principales actrices de la première étape du recrutement des leucocytes. Par contre, elles ne 

sont pas les seules. En effet, des études ont démontré qu'en absence de ces trois sélectines, 

la capture n'est pas totalement éliminée et que l'intégrine a4 et ses ligands peuvent être 

responsables d'une partie de cette capture et du roulement des leucocytes lors de 
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l'inflammation [154, 162-164]. De plus, l'importance de VAP-1 (vascular adhesion 

protein-1) a également été démontrée dans le roulement des leucocytes [165]. 

Au niveau du SNC, bien qu'il ait été démontré que l'intégrine a4 puisse 

effectivement participer au roulement leucocytaire [163, 166, 167], c'est surtout les 

sélectines qui ont été étudiées dans cette étape. Il a d'ailleurs été démontré autant in vitro 

qu'in vivo que toutes les sélectines sont induites par des stimulants (IL-p\ TNF, LPS) et 

dans des maladies telles que l'ischémie-reperfusion (AVC), la malaria, la méningite. [139, 

141, 168-177]. 

Chez les patients souffrant de la SEP, la forme soluble des sélectines- L, E et P est 

retrouvée dans le LCR, le plasma et/ou le sérum. L'augmentation de la sélectine-P soluble 

corrèle même avec la présence et la grosseur des plaques [178-184]. D'un point de vue 

fonctionnel, la sélectine-L et son ligand, PSGL-1, sont fortement exprimés par les cellules 

T CD8+ de malades lorsque comparés à des contrôles sains. De plus, lorsque ces cellules 

humaines sont injectées chez la souris, il a été démontré que PSGL-1 contribue grandement 

à leur capture et à leur roulement, ce qui ne semble pas être le cas pour les lymphocytes 

CD4+ [169]. En effet, même s'il a été démontré que les cellules CD4+ peuvent exprimer 

PSGL-1 et la sélectine-P [185, 186], il semblerait que ce soit VCAM-1, lequel est un ligand 

d'a4, qui permet la capture et le roulement de ces cellules humaines lorsque transférées 

chez la souris [169]. 

Dans l'EAE, il a été démontré que les leucocytes exprimant la sélectine-L sont 

augmentés dans le cerveau avant l'apparition des signes cliniques, que la sélectine-P est 

également exprimée chez les souris malades et que les microglies et les cellules T 

expriment PSGL-1 [164, 187-189]. Les résultats fonctionnels, quant à eux, diffèrent selon 

les études et selon le modèle d'induction de la maladie. On se rappellera que l'EAE peut 

être induit de façon active par des antigènes de la myéline ou de façon passive par le 

transfert adoptif de cellules T. Dans des études où la protéine de myéline utilisée pour 

l'induction était la MPB ou le MOG, la neutralisation ou l'absence de la sélectine-L, avant 

le début des signes cliniques, a diminué voire supprimé la maladie. Chez le modèle par 

transfert adoptif, une telle neutralisation diminue beaucoup moins la sévérité de la maladie, 
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même que dans certains cas, il n'y a pas d'effet [190-193]. En ce qui concerne PSGL-1, la 

sélectine-P et la sélectine-E, leur absence ou leur neutralisation n'affecte pas l'EAE induit 

avec le MOG ou par transfert adoptif [164, 188, 189, 194-197]. Par contre, même sans effet 

clinique, la neutralisation de la sélectine-P diminue grandement le roulement leucocytaire 

[164]. Concernant les autres molécules, la neutralisation de CD44 et de l'intégrine a4 

empêche le développement de l'EAE. Par contre, dans une étude, on a démontré qu'afin 

que l'effet d'a4 se situe au niveau du roulement, sa neutralisation doit être combinée à celle 

d'une autre molécule telle que la sélectine-P [164, 195, 198]. Concernant VAP-1, son 

inhibition, durant le pic de la maladie, diminue grandement la sévérité de cette dernière 

[199]. Ces études démontrent donc que l'étape de la capture et du roulement des leucocytes 

est cruciale pour initier ou développer l'EAE. 

Une autre étude a été réalisée avec le modèle de la PTX. L'étude en question a 

démontré que la toxine induit l'expression de la sélectine-P dans l'endothélium cérébral et 

que l'absence de cette dernière diminue l'inflammation cérébrale causée par la PTX, entre 

autre, en bloquant le roulement des leucocytes [100]. 

Au sujet des traitements de la SEP, aucun n'est spécifiquement dirigé contre l'étape 

du roulement. En effet, bien que le natalizumab cible l'a4|31, son effet ne serait pas au 

niveau de la capture et du roulement, mais plutôt au niveau de l'adhésion forte [200-202]. 

3.3 : Adhésion forte 

Une fois que les leucocytes ont été capturés et qu'ils ont amorcé leur roulement, ils 

entrent en contact avec des molécules nommées chimiokines, lesquelles sont liées à des 

glycosaminoglycanes présentes sur l'endothélium [122, 123, 203-206]. Alors, il y aura 

liaison entre les récepteurs des chimiokines présents sur les leucocytes et ces chimiokines. 

Ainsi, une activation de voies signalétiques, dans le leucocyte, sera déclenchée menant à 

l'activation d'intégrines et ultimement à l'adhésion forte et au patrouillage des leucocytes 

[122]. L'adhésion forte est, dans la présente recherche, l'étape d'intérêt, c'est donc cette 

dernière qui sera décrite le plus en détails. 
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3.3.1 : Les chimiokines 

Les chimiokines sont de petites protéines sécrétées (8-14 kDa) à l'exception faite 

de CX3CL1 et CXCL16 qui peuvent être transmembranaires. Parmi leurs stimuli, on 

compte les cytokines telles que l'IL-1, le TNF, 1TFN, l'IL-17 et l'IL-4 [122, 205, 206]. À 

ce jour, on connait environ 50 chimiokines classées en quatre sous-classes selon le nombre 

et l'espacement de leurs résidus de cysteine dans leur région N-terminale. La sous-catégorie 

C possède seulement deux cysteines reliées entre elles par un pont disulfure. Les sous-

divisions CC, CXC et CX3C possèdent toutes quatre cysteines et sont classées selon le 

nombre d'acides aminés séparant les deux premières cysteines [122, 205-208]. Dans le 

sous-groupe CXC, une seconde subdivision existe soit par la présence ou non d'un motif 

tripeptide composé par l'acide glutamique, la leucine et l'arginine (ELR). À noter qu'à 

l'exeption de CXCL15, les chimiokines ELR+ représentent les ligands de CXCR2 [207-

209]. Les chimiokines sont préférentiellement associées à certains groupes de leucocytes. 

En effet, les chimiokines C recrutent surtout les lymphocytes, alors que le sous-groupe CC 

excelle au niveau des monocytes, des lymphocytes T, des éosinophiles, des basophiles, des 

cellules dendritiques et des cellules NK. Pour sa part, la sous-catégorie CX3C agit sur les 

cellules NK, les monocytes et les lymphocytes T. Finalement la sous-classe CXC divise ses 

préférences selon ses groupes ELR+ ou ELR". Les chimiokines CXC ELR+ recrutent les 

neutrophiles, alors que celles ELR" ciblent les lymphocytes T et les monocytes [131, 207]. 

Concernant les récepteurs des chimiokines, ils sont constitués de sept domaines 

transmembranaires d'environ 40 kDa, qui se lient à des protéines G, et ont un niveau 

d'homologie de 25% à 80%. Ils sont composés d'un court domaine N-terminal 

extracellulaire de trois boucles qui lie le ligand et d'une région C-terminale également 

formée de trois boucles qui, pour sa part, transduit le signal [122, 131, 207, 210]. Certains 

d'entre eux, tels que CXCR4, CCR2 et CCR5 sont, après leur liaison avec leur ligand, sous 

forme dimérique, laquelle semble nécessaire à l'activation des voies signalétiques 

subséquentes [207, 211]. Concernant cette liaison récepteur-ligand, outre pour CX3CR1, 

qui se lie uniquement avec CX3CL1 et vice versa, il est possible qu'une chimiokine lie 

plusieurs récepteurs et qu'un récepteur puisse lier plusieurs chimiokines à l'intérieur d'une 
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même sous-classe [207, 208]. Toutes les interactions possibles et connues à ce jour sont 

résumées à la figure 5. 
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Figure 5 : Liaisons possibles entre les chimiokines et leurs récepteurs 

Une chimiokine peut généralement lier plusieurs récepteurs et un récepteur peut avoir 
plusieurs ligands dans une même classe. 
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La liaison des chimiokines avec leurs récepteurs active non seulement différents 

canaux ioniques, tels que ceux du calcium et du potassium, mais aussi elle agit directement 

sur diverses voies signalétiques [207, 212]. En effet, selon le type de chimiokines, le 

récepteur et les circonstances impliquées, cette liaison affecte différentes voies de 

signalisation intracellulaire [122, 211, 213]. Un modèle gérerai des principales voies, les 

plus reconnues, est illustré à la figure 6. Tout d'abord, après que la chimiokine ait lié son 

récepteur, il y a échange du GDP pour le GTP sur la sous-unité a de la protéine G 

hétérotrimérique à laquelle ils sont associés. Ensuite, il y a séparation des portions a et |3y et 

donc possibilité de stimuler diverses voies via l'une ou l'autre de ces portions [131, 213]. 

La voie signalitique, qui a longtemps été reconnue comme étant celle de prédilection des 

protéines G, est celle impliquant la sous-unité a-,, sous-unité cible de la PTX, qui, 

contrairement à la sous-unité Gas, inhibe l'adénylate cyclase (AC). Ainsi, le niveau 

d'AMPc est diminué tout comme l'activation des voies impliquant la PKA (protéine kinase 

A) et l'Epac (exchange protein activated by cAMP) [213-215]. Évidemment, d'autres voies 

ont été démontrées importantes dans la signalisation de la sous-unité a\. En effet, via 

l'activation de diverses kinases (tyrosines kinases ou Src kinases), il peut y avoir soit 

activation de MAPK (mitogen-activated protein kinases) ou la PI3K (phosphoinositide 3-

kinase). D'ailleurs, cette dernière pourra ultimement activer la PKB (protéine kinase B) 

[213, 215-218]. Pour sa part, la potion Py peut mener à l'activation de la PLC 

(phospholipase C), ce qui augmente le niveau d'IP3 (inositol 1, 4,5-triphosphate) et de Ca2+ 

(calcium). De plus, cette phospholipase mène aussi à la production du DAG 

(diacylglycérol) qui, ultimement, peut stimuler de la PKC (protéine kinase C). Une autre 

voie que peut activer les sous-unités (3y est celle de la PI3K. Par la suite, il peut y avoir soit 

stimulation de la PKB ou encore de MAPK [126, 207, 213, 219]. Finalement, 

l'internalisation et la phosphorylation du récepteur mettent fin au signalement émis par ce 

dernier [206, 208]. 
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Figure 6 : Principales voies de signalisation des récepteurs des chimiokines 

Une fois que la chimiokine a lié le récepteur, il y a échange du GDP pour le GTP, 
séparation des sous-unités a et Py qui activent différentes voies de signalisation selon la 
chimiokine, le tissu et/ou le stimulus. 

Dans le SNC, les chimiokines et leurs récepteurs sont des molécules grandement 

étudiées. Leurs expressions et leurs fonctions dans l'adhésion de tous les types de 

leucocytes ont été démontrées en réponse à de nombreux stimuli dont l'IFNy, le TNF, 1TL-

P et le LPS ou en conditions pathologiques (ischémie, méningite, alzheimer, infection 

virale, VIH, etc.) [207, 208, 219-241]. 
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Concernant la SEP et l'EAE, il existe également un grand nombre de recherches 

menées sur les chimiokines. Alors, afin de faciliter l'interprétation de toutes ces études, les 

résultats obtenus, portant sur leurs expressions et/ou leurs rôles inflammatoires dans la SEP 

ou l'EAE, sont résumés aux tableaux 2A (chimiokines) et 2B (récepteurs). Deux tableaux 

séparant les chimiokines et les récepteurs ont été créés, car dû aux relations récepteur-

ligand multiples, le rôle d'un ligand n'est pas automatiquement attribuable à un seul 

récepteur et vice versa. De plus, à noter que les résultats présentés dans ces tableaux sont, 

pour l'EAE, ceux obtenus dans le système d'intérêt de la présente recherche, le SNC. Par 

contre, étant donné que ce type de résultats est plus difficile à obtrnir chez les patients 

atteints de la SEP, dans leur cas, les résultats acquis en périphérie ont également été 

rapportés. 

Au sujet des thérapies de la SEP, il a été démontré que celles sur le marché peuvent 

faire varier l'expression de diverses chimiokines [242-244]. Par contre, malgré le grand 

nombre d'études effectuées sur les chimiokines et des résultats très intéressants pour 

certaines d'entre elles dans l'EAE, à ce jour, aucun traitement ne cible précisément ces 

protéines. En effet, bien que des études portant sur certains de leurs récepteurs, tels que 

CCRI et CCR2, ont été réalisées ou sont encore cours, les résultats de ces dernières se sont 

avérés négatifs ou demeure à connaître [234, 242, 245]. Une notion qui peut complexifier 

l'élaboration d'un traitement avec les chimiokines et/ou leur récepteur est, encore une fois, 

les liens multiples entre les ligands et leurs récepteurs. En effet, bloquer un récepteur 

pourrait empêcher ses liaisons avec de nombreux ligands et vice versa et ainsi non 

seulement prévenir le recrutement de tout un type de leucocytes pathologiques, mais aussi 

celui de leucocytes importants dans la défense dite « normale » de l'organisme tel que 

démontré avec un traitement de la sclérose ciblant un récepteur impliqué dans le 

recrutement de leucocytes, l'intégrine a4 [246]. De plus, concernant les récepteurs, les 

bloquer pourrait mener à un surnombre de ligands tel que démontré avec CXCR3, CXCR2 

et CCR2 [247]. Alors, si ces ligands possèdent un autre récepteur potentiel, dans une 

maladie plus longue que l'EAE, telle que la SEP, un mécanisme de compensation ou 

d'effet indésirable pourrait se produire. Toutes ces notions sont donc très importantes à 

considérer dans l'élaboration d'un traitement à partir de ces molécules. 
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Nom Etudes dans la SEP Etudes dans l'EAE Réf.* 

CCL2 - Expression associée à l'endo­
thélium, aux gros vaisseaux des 
lésions, aux cellules 
périvasculaires et aux astrocytes 

- î , i ou + dans le LCR ou le 
sérum 

-\ dans les CPM activées du sang 
- î durant la rémission 
- 1 chez les patients en phase 

aiguë 

- Expression similaire aux signes cliniques 
- Expression associée aux astrocytes, aux 

CPM et à l'endothélium 
- î dans la zone sub-ventriculaire 
- CCL2" ', antagoniste et vaccin : retarde le 

début et \ la sévérité jusqu'à la suppression, 
sauf une étude par transfert adoptif: pas 
d'effet sur la maladie 

- CCL2", antagoniste et vaccin : \ 
l'adhérence et les CPM infiltrées 

[119,248-
272] 

CCL3 - Expression associée à 
l'endothélium, aux CPM et aux 
astrocytes 

-î dans le LCR 

- Expression similaire aux signes cliniques 
- Expression associée aux CPM et aux 

astrocytes 
- Neutralisation : \ la sévérité et l'inflam­

mation dont l'infiltration des cellules T 
- Vaccin : \ la sévérité et les CPM 
-CCL3 ' : * 

[119,248, 
250, 256, 
261,265, 
266, 268, 
270, 271, 
273-278] 

CCL4 -î dans les lésions - Expression similaire aux signes cliniques 
- Expression associée aux CPM 
périvasculaires, aux astrocytes et à 
l'endothélium 

- Vaccin : fia sévérité et l'infiltration des 
CMP 

[261,266, 
267, 270, 
278, 279] 

CCL5 - î dans le sérum, le LCR et dans 
les lésions 

- Expression associée à 
l'endothélium 

-f au pic de la maladie 
- Expression associée surtout aux cellules T, 
mais aussi aux CPM et aux astrocytes 

- Recombinant bloqueur : \ la sévérité mais 
pas l'infiltration des CPM 

- Neutralisation ou vaccin: \t ou \ l'adhérence 
des leucocytes 

[119,250, 
257,261, 
266, 270, 
274, 277, 
278, 280-

284] 

CCL6 - Expression associée aux cellules 
inflammatoires 

[261] 

CCL7 - Expression autour des vaisseaux 
avec des leucocytes infiltrés, 
mais aussi dans le cortex non 
affecté 

[264] 

CCL 19 -\ dans le LCR et dans les lésions 
- Concorde avec la production 
d'IgG 

-1 au pic de la maladie 
- Expression associée aux astrocytes, aux 

CPM et à l'endothélium 
-CCL19/7CCL21"/ : résistant, | l'adhésion 

et l'infiltration 

[119,261, 
285-288] 

CCL20 -1 dans le sérum - î au pic de la maladie 
- Expression associée aux astrocytes 
- Neutralisation : résistant et \ les CPM 

infiltrées 

[289-294] 

CCL21 - Expression associée aux vaisseaux sanguins 
et à l'endothélium 

- CCL21"/7CCL19"/": résistant, \ l'adhésion et 
l'infiltration 

[261,285, 
288] 

Réf.* : Références Légende : î : Augmente, \ : Diminue, # : Pas d'effet ou pas de différence 



Tableau 2A suite : Résumé des études sur les chimiokines dans la SEP et l'EAE 

29 

Nom Etudes dans la SEP Etudes dans l'EAE Réf.* 

CCL22 -î au début des signes cliniques 
- Neutralisation: | la sévérité et les CPM 

infiltrées 
- Expression associée à l'inflammation 

[295, 296] 

CXCL1 - Expression associée aux CPM 
et aux astrocytes au bord des 
lésions 

-î avant les signes cliniques puis similarité 
avec ces signes 

- Sur-expression sur astrocytes : [ la 
sévérité, l'inflammation et la 
démyélinisation durant la phase chronique 

[119,266, 
297-303] 

CXCL2 - Expression similaire aux signes cliniques 
- Expression associée aux LPN et aux 

astrocytes 
- Plus forte expression dans la moelle que 
dans le cervelet au pic de la maladie 

[119,265, 
266, 304] 

CXCL8 - Expression associée à 
l'endothélium et aux CPM 

- î dans sérum et le LCR 

[116,248, 
253] 

CXCL9 - Plus forte expression au pic de la maladie 
- Expression associée aux CPM 

[261,266, 
305, 306] 

CXCL10 - f dans le LCR, le sérum et le 
cerveau 

- f chez les patients en phase 
aiguë 

- Coordone avec l'expression 
de CXCR3 

- Expression associée aux 
astrocytes autour des lésions, 
aux lymphocytes dans les 
lésions et diffusée sur 
l'endothélium des lésions 

- î dans la zone sub-ventriculaire 
- Expression similaire aux signes cliniques 
- Expression associée aux astrocytes, aux 

CPM et à l'endothélium 
- Expression similaire à l'inflammation 
- Sur-expression : î de leucocytes 

périvasculaires dans les zones 
d'infiltration 

- CXCLIO' : MOG normal : #; Faible dose 
de MOG : î la sévérité et les CMP infiltrées 

- Neutralisation : #, | ou l la sévérité, les 
CPM et les lymphocytes T infiltrés 

[248,251, 
254, 256, 
261,263, 
266, 272, 
274, 280, 
284, 299, 
305, 307-

314] 

CXCL11 - î dans le sérum - Expression associée aux astrocytes [242, 306] 
CXCL12 -î dans le LCR 

- Expression associée aux 
astrocytes dans les lésions, à 
l'endothélium du côté luminal 
et parenchymal des lésions 

- Corrélation avec les CPM 
infiltrées 

- î au pic de la maladie chez le rat albinos et 
la neutralisation induit une faible maladie 
chez l'animal initialement peu ou pas 

malade 
- Neutralisation : î la sévérité 
- Expression associée aux cellules 

inflammatoires 

[261,292, 
315-318] 

CXCL13 -f dans le LCR, mais pas dans 
le sérum 

- Condorde avec l'index d'IgG 
- Expression dans le 
parenchyme et associée aux 
cellules périvasculaires 
infiltrées dans les lésions 

- f durant les rechutes 
- Expression associée aux CPM 
- CXCL13 A : i la sévérité et les CPM 

infiltrées 

[243, 287, 
318-322] 

CXCL16 - f après l'apparition des signes cliniques 
- Neutralisation: résistant 

[239] 

CX3CL1 - f dans le LCR 
-i dans le sérum 

- Expression associée aux CPM, à 
l'endothélium et aux capillaires 

[266, 323] 
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Tableau 2B : Résumé des études sur les récepteurs des chimiokines dans la SEP et l'EAE 

Nom , 
Etudes dans la SEP 

■ 

Etudes dans l'EAE Réf.* 

CCRI -f dans le LCR - î après le début des signes cliniques [245, 
- Expression associée aux - Expression associée aux CPM et à 266, 324-

vaisseaux, aux CPM et aux l'endothélium dans les lésions et aux zones 333] 
lymphocytes T d'inflammation 

- Expression associée aux CPM - CCRI""et antagoniste: \ la sévérité et 
CCR5+ infiltrées dans les l'infiltration inflammatoire 
lésions 

- Antagoniste : \f 
CCR2 -f dans le LCR, le sérum, le - f après le début des signes cliniques [249, 

sang et les lésions actives - Exprimé dans les zone d'inflammation 254, 264, 
- Expression associée aux CPM, - Expression associée aux CPM 266, 267, 
à l'endothélium, aux - CCR2 " " et inhibiteur : retarde et/ou \ la 309, 324, 
lymphocytes T et aux sévérité selon la souche, \ les CPM et î les 328, 332, 
astrocytes neutrophiles dans les lésions 334-338] 

CCR3 - Expression associée aux - Expression associée à l'endothélium, aux [264, 
astrocytes et aux CPM CPM et aux lymphocytes T 266, 339] 
activées dans les lésions 

CCR4 - î dans sang et le LCR - Expression associée aux lymphocytes T, [295, 
- Expression associée aux aux CPM et à l'endothélium 335, 340] 

lymphocytes T - CCR4 ' : retarde le début et \ les CPM et 
les lymphocytes T 

CCR5 - î dans le LCR - f après le début des signes cliniques [264, 
- Expression associée aux CPM - Expression associée aux CPM et à 266, 276, 
et/ou aux lymphocytes dans l'endothélium 284, 324, 
les lésions, le sang, le LCR et - Expression dans les zones d'inflammation 328, 330-
aux astrocytes - Antagoniste seul ou avec CXCR3 : \ la 332, 339-

sévérité et les cellules inflammatoires 345] 
- CCR5-y- : yé 

CCR6 - Expression associée aux - Expression associée aux lymphocytes T [289, 
lymphocytes T dans le LCR et - CCR6_/" et neutralisation: résistant, j ou î 290, 346-
le sang la sévérité et l'inflammation dont les 

lymphocytes T 
348] 

CCR7 -î dans le LCR - f lors de rechutes [285, 
-f l'expression associée aux - Expression associée aux CPM 288, 349-

lymphocytes T - Exprimé dans les zones d'inflammation, 352] 
- Expression associée aux CPM dans le parenchyme et dans les lésions 

dans les lésions - CCR7 ' : résistant ou f 
CCR8 - Expression associée aux CPM - î au début des signes cliniques [266, 

dans les lésions 350,353] 
Réf.* : Références Légende : î : Augmente, \ : Diminue, \f : Pas d'effet ou pas de différence 
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Nom Études dans la SEP Etudes dans l'EAE Réf.* 

CXCR1 -f de l'expression associée 
aux CPM du sang 

- Expression associée aux 
vaisseaux et aux astrocytes 
dans les lésions 

- Diffusé dans lésions 

[248, 354] 

CXCR2 -f de l'expression associée 
aux CPM et aux 
oligodendrocytes du sang et/ 
ou des lésions 

- Expression similaire aux signes cliniques 
- Expression associée aux LPN 
- CXCR2" " et antagoniste : résistant et | les 

LPN, les monocytes, les infiltrats 
inflammatoires et les lésions 

[119,266, 
297,301, 
354-356] 

CXCR3 - î dans le sang, le LCR 
- Expression associée aux 

vaisseaux, aux astrocytes, 
aux CPM et aux lymphocytes 
T dans les lésions, le sang 
et/ou le LCR 

- Expression diffusée dans les 
lésions 

- Corrélation avec le volume 
des lésions 

- Co-localise avec CXCLIO 
dans les infiltrats 
périvasculaires 

- Expression associée aux CPM, aux 
lymphocytes T 
T et à l'endothélium 

- Neutralisation : EAE actif : #; Passif : 1 la 
sévérité et les lymphocytes T 

- CXCR3 " et antagoniste : résistant, | ou f 
et /ou la sévérité, les zones d'inflammation 
et les lymphocytes T 

[248, 266, 
274, 284, 
306,312, 
328, 332, 
335, 340, 
357-366] 

CXCR4 - î dans les lésions 
- Expression associée aux 

CPM et aux lymphocytes T 

- Expression associée aux lymphocytes T 
- Expression similaire aux signes cliniques 
- Antagoniste : j la sévérité et les 

lymphocytes T ou î la sévérité et 
l'infiltration péri vasculaire et 
intraparenchymale des CPM 

[284,317, 
328, 355, 
358,367] 

CXCR5 -î de l'expression associée aux lymphocytes 
T et aux CPM 

[287] 

CXCR7 - Expression associée à l'endothélium 
- CXCR7"'" : 1 sévérité, les CPM et les 

lymphocytes T 

[368] 

CX3-
CR1 

-i l'expression associée aux 
cellules NK périphériques 

- Expression associée aux CPM 
- CX3CR1 " : f la sévérité et i les cellules 
NK 

[327, 369, 
370] 
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3.3.2 : Les intégrines 

L'action des chimiokines sur les leucocytes est de mener à l'activation des 

intégrines et, d'un point de vue physique, ce sont ces dernières qui sont responsables de 

l'adhésion forte des leucocytes. En effet, les intégrines sont retrouvées sur les leucocytes et 

elles se lient à leurs ligands exprimés sur l'endothélium. De façon plus spécifique, les 

intégrines sont des molécules hétérodimériques composées d'une sous-unité a associée de 

façon non-covalente à une sous-unité p. À ce jour, on dénote 24 intégrines créées par 

diverses combinaisons de 18 sous-unités a et de 8 sous-unités p [371]. Concernant 

l'adhésion des leucocytes, les intégrines importantes sont celles possédant les sous-unités 

a4 (a4pl ou a4p7) ou p2 (aL|32 ou aM=82) [372]. D'un point de vue structural, les 

intégrines sont des protéines transmembranaires qui possèdent une tête globulaire 

extracellulaire ainsi que deux jambes (figure 7) [371, 373]. Il existe deux types 

d'intégrines, soit celles possédant ou non un domaine I sur la sous-unité a. Pour le premier 

groupe, (aX, aM, aL, aE, aD, a2, a l , a i l , a 10), ce domaine I est le site de liaison au 

ligand, alors qu'en absence de ce dernier, ce sera la tête formée par les deux sous-unités qui 

servira de site de liaison. La région transmembranaire est également formée des deux sous-

unités et possède une séquence GxxxG importante dans l'activation des intégrines. 

Finalement, le domaine cytopiasmique est relativement court et dépourvu d'activité 

enzymatique [371, 373]. 

Les intégrines jouent de nombreux rôles dans l'organisme dont la signalisation, la 

prolifération et la différenciation cellulaire, le maintient de l'intégrité structurale ainsi que 

le recrutement leucocytaire. Il existe deux types de signaux, soit celui nommé extérieur-

intérieur qui se produit lorsque le ligand est lié à l'intégrine et celui appelé intérieur-

extérieur qui se déclenche suite à l'activation du leucocyte par les chimiokines. Cette 

dernière activation rend l'intégrine disponible pour une liaison avec ses ligands [372, 373]. 

En effet, en condition normale, les intégrines sont liées à l'actine sur le cytosquelette des 

leucocytes et ont peu d'affinité pour leur ligand. Elles sont alors inactives [372, 374]. Donc, 

via les voies de signalisation décrites dans la section précédente, les chimiokines vont 

activer en quelques millisecondes les intégrines. En effet, il va se produire un éloignement 
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de leurs jambes ainsi qu'une extension de leur tête. Cette nouvelle conformation va 

permettre à l'intégrine de se lier à son ligand. De plus, il y aura augmentation de leur 

valence, c'est-à-dire qu'elles vont se concentrer en des lieux donnés [123, 372, 374-376]. 
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Figure 7 : Schéma d'un exemple de structure d'intégrine (aLp2) 

Les intégrines sont des protéines transmembranaires possédant une tête et deux j ambres 
extracellulaires ainsi qu'une région transmembranaire et un domaine cytopiasmique. 

Les ligands les plus connus des intégrines, lors de l'adhésion leucocytaire, sont les 

molécules d'adhésion appartenant aux familles des molécules d'adhésion intracellulaire 

(ICAM) (principalement ICAM-1) et des molécules d'adhésion cellulaire vasculaire 

(VCAM) (principalement VCAM-1) exprimées sur l'endothélium activé. Plus précisément, 

VCAM-1 interagit avec les intégrines a4, tandis qu'ICAM-1 s'associe aux intégrines |32. 

De plus, malgré que ces molécules d'adhésion soient les principaux ligands des intégrines 

dans l'adhésion, il n'est pas à exclure que d'autres ligands puissent exister. Par exemple, le 

récepteur RAGE (advanced glycosylation end product-specific receptor) et les héparanes 

sulfates se lient à aM.62, alors que MadCAM-1 (mucosal vascular addressin cell adhesion 

molecule-1) s'associe à a4(37 [124, 377, 378]. Concernant la distribution des intégrines sur 

les leucocytes, a4(31 est exprimée par les lymphocytes, les éosinophiles et les monocytes. 

a4|37, quant à elle, est retrouvée sur les monocytes, les lymphocytes et les granulocytes, 
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alors qu'aL|32 est présente sur les lymphocytes T et B, les cellules NK et les monocytes. 

Finalement, aM(32 est exprimée sur neutrophiles, les cellules mononuclées, les cellules 

dendritiques et NK et sur certains lymphocytes T [379-382] . 

Dans le SNC, toutes ces intégrines et leurs ligands nommés précédemment sont des 

molécules très étudiées. En effet, elles ont été détectées et caractérisées dans diverses 

conditions pathologiques telles que les ischémies, la malaria, le HIV, la toxoplasmose, la 

méningite, le lupus érythémateux systémique, l'Alzheimer, le parkinson, le syndrome de 

Guillain-Barré, la sclérose latérale amyotrophique (SLA) et le parkinson [166, 383-399]. 

De plus, alors que les intégrines sont activées par les chimiokines, leurs principaux ligands 

(ICAM-1 et VCAM-1) le sont, dans le SNC, en situations inflammatoires telles que 

lorsqu'exposés au LPS, à l'IL-1, au TNF et à l'IFNy [400-405]. 

Dans la SEP et l'EAE, les intégrines et leurs deux principaux ligands, ICAM-1 et 

VCAM-1, sont encore une fois le sujet de nombreuses études et, tout comme pour les 

chimiokines, afin de faciliter leur consultation, les résultats sont résumés aux tableaux 3A 

et 3B. Concernant les thérapies de la SEP, l'une de ces molécules, l'a4, fait l'objet d'un 

traitement qui diminue les rechutes de la maladie : le natalizumab [406]. En effet, il s'agit 

d'un anticorps dirigé contre cette intégrine et, plus exactement, il y a deux ans, une équipe a 

précisé dans l'EAE que c'est fort probablement l'intégrine a4(31 et non l'a4|37 qui est 

bloquée, empêchant ainsi l'adhésion forte des lymphocytes T [202]. Malheureusement, bien 

que ce traitement semble très prometteur, il a un effet secondaire très important. En effet, 

suite à son utilisation, certains patients ont développé une infection causée par le 

polyomavirus JC menant alors à une leucoencéphalopathie [407]. Le développement de cet 

effet secondaire semble alors démontrer que les sujets traités avec le natalizumab n'arrivent 

plus à se défendre contre ce virus. Ceci concorde d'ailleurs avec les résultats que le 

recrutement de tous les lymphocytes T encéphalitogènes doit être bloqué par le traitement 

pour qu'il y ait suppression de la maladie chez l'animal [202] .De plus, d'autres bloquants 

contre [32, VCAM-1 ou a4 sont maintenant en phase II ou III, mais très peu d'informations 

à leur sujet sont disponibles [408, 409]. Les autres traitements sur le marché peuvent 

influencer l'expression des intégrines, mais ils ne les ciblent pas précisément. 



Tableau 3A : Résumé des études sur les intégrines dans la SEP et l'EAE 

35 

Nom Etudes dans la SEP Etudes dans l'EAE Réf.* 

a4 - Expression associée aux lymphocytes T au 
pic de la maladie 

- Neutralisation : retarde le début, j la 
sévérité, l'adhésion leucocytaire dont les 
lymphocytes T et les CPM 

[164, 
198, 
410-
414] 

a4pl - î dans le sang, les lésions et 
durant les rechutes 

-î l'expression associée aux 
lymphocytes T dans le sang, les 
lésions et le LCR 
-î durant les rechutes 
-î l'expression associée aux CPM 

du sang et le LCR 
- Concorde avec le niveau d'IgG 
dans le LCR 

- î l'expression associée aux CPM du sang au 
début et au pic de la maladie 

- Neutralisation : | l'adhésion des cellules 
dendritiques 

- Neutralisation : \ la sévérité, les CPM et les 
lymphocytes T lorsque administré avant les 
signes cliniques; si après : î la sévérité et 
l'inflammation dont les lymphocytes T 

[164, 
179, 
195, 
201, 
415-
424] 

a407 - a4|37" " : j la sévérité jusqu'à la résistance et 
>\ l'infiltration leucocytaire 

- Neutralisation après le début de la maladie : 
* 

[413, 
425] 

i32 - î au début des signes cliniques 
- Neutralisation : \ la sévérité et 

l'inflammation 

[426, 
427] 

aMp2 -î l'expression associée aux LPN 
périphériques 

- ctMp2~ ", neutralisation : retarde le début 
jusqu'à la résistance, j la sévérité et 
l'inflammation dont les lymphocytes T 

[115, 
195, 
428, 
429] 

aLp2 -î dans les lésions et distribuée 
assez uniformément 

- Expression associée aux 
lymphocytes T et les CPM dans 
les lésions et à proximité des 
lésions 

- î l'expression associée aux 
CPM et aux lymphocytes T 
périphériques et dans le LCR 

- î l'expression associée aux LPN 
périphériques 

- Concorde avec le niveau d'IgG 
dans le LCR 

- î l'expression associée aux lymphocytes T 
au début des signes cliniques 

- Fortement exprimée au pic de la maladie et 
expression associée aux CPM 

- ctLp2" " : f la sévérité et les lymphocyte T ou 
l la sévérité et les lymphocytes T, î les 
lymphocytes T régulatrices 

- Transfert d ' c d ^ ' à aLp2+/+ : 1 la 
sévérité ; <xLp2+/+ 

à aLp2_/" : f la sévérité et les 
lymphocytes T 

- Neutralisation : î ou j la sévérité et 
l'inflammation 

- Neutralisation avec ICAM : | la sévérité et 
l'inflammation 

[115, 
179, 
201, 
415, 
429-
439] 

Réf.* : Références Légende : î : Augmente, j : Diminue, -± : Pas d'effet ou pas de différence 
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Tableau 3B : Résumé des études sur les deux principaux ligands des intégrines dans la SEP 
et l'EAE 

Nom Etudes dans la SEP Etudes dans l'EAE Réf.* 

ICAM-1 - î dans le sérum 
- î forme soluble dans le LCR et 

le sang 
-î l'expression associée aux LPN 
périphériques, à l'endothélium 
(dont les capillaires) et dans les 
lésions (où distribué assez 
uniformément) 

-J l'expression associée aux 
leucocytes dans le LCR et le 
sang 

- Expression associée aux 
lymphocytes T périphériques 

- Concordance de la forme 
soluble avec les lésions 

- î aux début des signes cliniques sur et 
autour des vaisseaux sanguins 

- î dans les lésions 
- Expression similaire à l'infiltration des 

lymphocytes T 
-î l'expression associée aux petits et gros 
vaisseaux (dont dans les lésions), dans le 
plexus choroïde, les organes 
circumventriculaires, aux CPM et aux 
lymphocytes T 

- Mutation : J la sévérité uniquement lors 
de la perte du site de liaison à ctMp2; 
autres mutants : f la sévérité et la 
prolifération des lymphocytes T 

- Neutralisation : Durant le début ou la 
progression : retarde le début, j la sévérité 
(plus d'effet en EAE actif) et 
l'inflammation; durant rémission : î la 
sévérité 

- Neutralisation avec ccLp2 : j la sévérité et 
l'inflammation 

- ICAM-1" : l la sévérité jusqu'à la 
résistance et j l'inflammation dont les 
lymphocytes T ou f la sévérité et 
l'inflammation 

[115, 
187, 
201, 
275, 
418, 
432, 
435, 
437, 
440-
456] 

VCAM-1 - Expression associée à 
l'endothélium dans et autour des 
lésions 

-f l'expression associée à 
l'endothélium chez les patients 
avec des lésions actives, dans le 
plexus choroïde et dans les 
lésions 

-î la forme soluble dans le sérum 
des patients avec des lésions 
actives 

- Expression associée à l'endothélium (gros 
et petits vaisseaux) principalement, mais 
aussi aux astrocytes et aux CPM 

-f au début des signes cliniques 
- î dans les lésions 
-î l'expression associée aux capillaires des 

organes circumventriculaires 
- Neutralisation : retarde le début ou ^ 

[187, 
402, 
413, 
418, 
420, 
441, 
444, 
446, 
448, 
457-
460] 

Réf.* : Références Légende : î : Augmente, 1 : Diminue, ^ : Pas d'effet ou pas de différence 
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3.4 : Transmigration 

Une fois que les leucocytes vont avoir adhères et patrouilles, ils peuvent pénétrer 

dans le tissu par le processus de diapédèse, soit en passant entre les cellules endothéliales 

ou directement à travers ces dernières [126]. Au site de transmigration, il peut y avoir 

formation d'une « coupe de transmigration » créée par un réarrangement de l'actine et par 

la formation de protrusions membranaires de l'endothélium activé. Ces dernières vont 

entourer le leucocyte afin d'y faciliter la transmigration [461, 462]. Encore une fois, 

plusieurs molécules sont impliquées dans ce processus telles que les chimiokines, les 

intégrines, la VE-cadhérine (cadhérine endothéliale vasculaire), la PECAM-1 

(platelet/endothelial cell adhesion molecule-1), la CD99, les JAMs (junctional adhesion 

moleculse), l'ESAM (endothelial cell-specific adhesion molecule) et des proteinases 

(MMPs, élastases) [123]. À l'exception de la VE- cadhérine, toutes ces molécules semblent 

réguler positivement la transmigration. En effet, la VE-cadhérine est retrouvée dans les 

jonctions adhérentes entre les cellules endothéliales et leurs liaisons doivent être dissoutes 

afin que les leucocytes puissent passer entre les cellules, si c'est ce type de parcours qu'ils 

emprunteront [463]. Cette étape peut être réalisée par des proteases, telles que les élastases 

des neutrophiles, ou encore par la phosphorylation de ces adhérines par l'activation de 

voies signalétiques par des ligands d'intégrines tels qu'ICAM-1 [464, 465]. Concernant la 

transmigration au travers de l'endothélium, elle peut être réalisée grâce au chemin que se 

tracera le podosome du leucocyte polarisé et aussi grâce à la participation de proteinases 

telles que les métalloprotéinases. En effet, ces dernières peuvent augmenter la perméabilité 

endothéliale [466-468]. Les autres molécules évoquées, quant à elle, participeront à la 

transmigration, notamment par leur rôle en tant que molécules d'adhésion. Toutefois, il est 

également suggéré qu'elles pourraient activer des voies signalétiques importantes pour cette 

étape, telles que celles de GTPases et de protéines kinases, et/ou mener à la production de 

ROS [462, 463, 469]. 

À propos des caractéristiques des molécules impliquées dans la transmigration, 

PECAM-1 fait partie de la superfamille des immunoglobulines, car elle possède six 

domaines Ig et elle est exprimée autant sur les leucocytes que sur l'endothélium. C'est via 

une interaction homophilique que cette molécule joue son rôle [463, 469]. CD99, une 
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molécule O-glycosylée et également exprimée sur l'endothélium et les leucocytes, crée une 

interaction entre ces deux composantes via aussi une liaison homophilique [470, 471]. De 

plus, il est intéressant de noter que la participation de PECAM-1 et de CD99 semble, pour 

certaines transmigrations, séquentielle, c'est-à-dire que PECAM-1 est importante au début 

de la transmigration, alors que CD99 la poursuit [463]. Pour sa part, la famille des JAMs 

est composée de trois membres soit JAM-A, JAM-B et JAM-C. Il s'agit de protéines 

possédant deux domaines Ig extracellulaires et d'une petite portion cytopiasmique ayant un 

motif de liaison PDZ [463]. JAM-A et JAM-C sont exprimées sur l'endothélium et les 

leucocytes et forment des liaisons entre elles ou avec des intégrines, soit respectivement 

aL|32 et aMf}2. Pour sa part, JAM-B, également retrouvée sur l'endothélium, se lie à JAM-

C durant la transmigration [463, 469]. ESAM est une autre molécule à domaine Ig 

exprimée sur l'endothélium mais, cette fois-ci, elle ne l'est pas sur les leucocytes. Son rôle 

pourrait se situer au niveau de la perméabilité vasculaire, mais des études supplémentaires 

sont nécessaires pour confirmer cette hypothèse [463, 469]. Finalement la participation 

d'ICAM-1-2, de VCAM-1, des intégrines et d'un gradient de chimiokines est également 

reconnue comme importante dans la transmigration [206, 463, 464]. De plus, tout comme 

dans les étapes du recrutement décrites précédemment, les médiateurs inflammatoires, dont 

l'IL-ip et le TNF, peuvent influencer l'expression des molécules importantes dans la 

transmigration [122, 469]. Concernant la spécificité leucocytaire des molécules décrites, 

PECAM-1 est importante pour la transmigration des cellules myéloïdes, les trois molécules, 

CD99, JAM-A et JAM-C, le sont pour tous les types de leucocytes, alors qu'ESAM semble 

davantage impliquée au niveau des neutrophiles [469] . 

Dans le SNC, contrairement aux autres étapes du recrutement, la plupart des études 

sur les molécules impliquées dans la transmigration ont été réalisées in vitro [472]. 

Toutefois, l'expression de certaines d'entre elles, telles que les JAMs et PECAM-1, a bien 

été démontrée dans le SNC in vivo [473-479]. Il est également important de noter qu'au 

niveau de la transmigration, la présence de la BHE est un facteur important à considérer. En 

effet, il est beaucoup plus difficile pour les cellules inflammatoires de traverser cette 

barrière et sa présence peut apporter des caractérisques, au mécanisme de recrutement de 

leucocytes dans le cerveau, qui diffèrent de la périphérie où elle est absente [480, 481]. De 

plus, une autre information importante à souligner est que dans certaines neuropathologies, 
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telles que la SEP, il possible d'observer un bris de la BHE [482-484]. Ainsi, cette rupture 

permettra aux leucocytes d'entrer plus facilement dans le SNC. À noter d'ailleurs que les 

proteinases dont les MMPs peuvent être des actrices importantes dans cette rupture [482]. 

Dans la SEP, JAM-A et JAM-B ont été détectées dans le sérum et/ou le cerveau des 

patients [485, 486]. De plus, une forte expression de PECAM-1 et de MMPs, telles que 

MMP-2, -7, -9 et 12, a été détectée dans les lésions, le LCR, le plasma et/ou le sérum des 

malades [474, 487-490]. 

Dans l'EAE, il a été démontré que l'expression de PECAM-1 est présente autour 

des vaisseaux sanguins chez l'animal et que son expression semble légèrement augmentée 

durant la maladie. Par contre, bien que sa neutralisation ne semble pas avoir d'effet sur 

l'EAE, puisqu'il n'y a pas de retard ni de diminution de la sévérité de la maladie, les souris 

déficientes pour ce gène sont malades plus tôt. [477, 491, 492]. Concernant les MMPs, 

l'expression de MMP-2,-3, -8, -9, -10, -11, -12, -13, -14, -25 augmente dans la moelle au 

pic de la maladie [487]. Quant à leur rôle, les souris déficientes pour MMP-2 sont malades 

plus tôt et plus gravement, ce qui semble dû à une augmentation de l'expression de MMP-9 

chez ces souris. Pour leur part, les souris doubles déficientes pour MMP-2 et MMP-9 sont 

résistantes à l'EAE, alors que les jeunes souris uniquement déficientes pour MMP-9 sont 

moins malades. Finalement, celles ne possédant pas MMP-12 sont plus affectées par l'EAE 

[483,487,493,494]. 

Concernant les traitements de la SEP, aucun ne cible particulièrement ces protéines 

[495]. 

4. Les leucocytes bâtonnets 

Le mécanisme de recrutement des leucocytes détaillé dans la section précédente 

décrit bien ce qui est connu en périphérie. Dans le SNC, ce mécanisme est de plus en plus 

étudié et bien que beaucoup de nouvelles connaissances sont acquises, il n'en demeure pas 

moins qu'il n'est pas complètement élucidé dans toutes les conditions inflammatoires et 

pour tous les types de leucocytes. Dans notre laboratoire, c'est donc à cette tâche que nous 

nous afférons. Plus particulièrement, nous nous intéressons à un type de cellules récemment 
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identifié : les leucocytes bâtonnets [92, 496]. Au début de la présente recherche plusieurs 

informations étaient connues à leur sujet. En effet, il a été déterminé que : 1) il s'agit de 

leucocytes d'origine myéloïde adhères et patrouillant les capillaires cérébraux; 2) ils ont la 

capacité de proliférer tel que révélée par leur capacité à incorporer le BrdU; 3) c'est une 

population composée de monocytes et de granulocytes où les proportions reste à être 

déterminées dans les conditions inflammatoires; 4) leur recrutement est augmenté lors d'un 

traitement au LPS et 5) le TNF, l'IL-ip et l'Ang2 sont importants dans leur recrutement 

lors d'une endotoxinémie provoquée par le LPS [92, 496,497]. 

L'étude de ces leucocytes bâtonnets ainsi que la démarche que nous utilisons pour y 

arriver a d'importants avantages. Tout d'abord, l'identification de ces cellules par leur 

morphologie et leurs caractéristiques, par exemple les marqueurs qu'elles expriment, nous 

permet de les étudier in situ. En effet, cela nous donne l'opportunité de les suivre in vivo, et 

non d'étudier l'adhésion leucocytaire uniquement en culture cellulaire, car bien que Vin 

vitro peut donner des pistes très intéressantes, cela ne représente pas assurément ce qui se 

passe dans le cerveau. 

Tel que mentionné, les études portant sur le recrutement des leucocytes bâtonnets 

ont été réalisées en réponse au LPS, lequel induit une inflammation systémique. Dans 

l'EAE, la PTX est la toxine utilisée pour potentialiser la maladie. Alors, afin de caractériser 

le processus inflammatoire dans l'EAE et ultimement dans la SEP, clarifier la nature des 

leucocytes d'intérêt et leur mécanisme de recrutement, dont l'étape de l'adhésion forte, en 

réponse à la PTX puis dans l'EAE pourrait apporter des informations importantes 

permettant de mieux comprendre la maladie et développer des cibles thérapeutiques 

efficaces. Les deux prochains chapitres traiteront des nouvelles connaissances acquises à 

ces niveaux. 

5. Problématique, hypothèses et objectifs de la thèse 

Il est connu que la SEP est une maladie auto-immune inflammatoire du SNC. 

Cependant, le processus par lequel les leucocytes sont recrutés dans le SNC n'est pas 
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entièrement caractérisé. De plus, nos connaissances ne sont pas complètes quant au rôle 

réel des différentes facteurs environnementaux, tels qu'une infection, dans cette maladie. 

En effet, le mode d'action de l'agent substituant l'infection et potentialisant l'EAE, la PTX, 

est encore méconnu. 

Lors de mon arrivée dans le laboratoire, l'équipe avait déjà amorcé la caractérisation 

des leucocytes bâtonnets. On savait que lors d'une endotoxinémie provoquée par le LPS, 

elles sont recrutées en plus grand nombre et que l'IL-ip, le TNF et l'Ang-2 sont importants 

dans ce recrutement [92]. De plus, à ce moment, il semblait qu'une grande proportion de 

ces cellules, qui patrouillent la vasculature cérébrale en réponse au LPS, était 

majoritairement des cellules monocytaires. C'est d'ailleurs pour cette raison que les 

premières chimiokines étudiées durant mon doctorat étaient celles impliquées dans 

l'adhésion des monocytes (résultats de l'annexe I). La poursuite de la caractérisation de 

cette population leucocytaire et plus particulièrement l'identification des molécules 

responsables de l'adhésion forte des cellules bâtonnets lors de réactions inflammatoire, 

provoquée par la PTX ou le LPS, comme élément comparatif, ainsi que durant l'EAE, est 

alors devenue le sujet de ce doctorat. 

Plus précisément, dans le chapitre 2, l'objectif principal a été de confirmer les 

proportions exactes de chacune des populations leucocytaires (monocytes et granulocytes) 

composant les leucocytes bâtonnets ainsi que d'amorcer la caractérisation de leur 

mécanisme de recrutement en réponse à la PTX. Dans le cadre de ce doctorat, nous nous 

sommes surtout intéressé à identifier l'intégrine responsable de l'adhésion forte de ces 

cellules. Pour ce faire, nous avons, suite à la démonstration que les leucocytes bâtonnets 

sont principalement des granulocytes, émis l'hypothèse qu'aMp2 et son principal ligand, 

ICAM-1, sont responsables de leur adhésion dans le cerveau en situation inflammatoire 

provoquée par la PTX. Afin de valider cette hypothèse, nous avons 1) caractérisé 

l'expression d'ICAM-1 et de VCAM-1 lors de traitement à la PTX et au LPS comme 

contrôle; 2) étudié la régulation d'ICAM-1 par la cytokine qui est importante dans le 

recrutement des leucocytes bâtonnets en réponse à la PTX; 3) déterminé si aMp2 est 

responsable de l'adhésion de ces cellules sous l'influence de la PTX et 4) vérifié si ICAM-1 

est le ligand d'aMP2 responsable de cette même adhésion. 
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Par la suite, dans le chapitre 3, nous avons voulu savoir quelle chimiokine est 

importante dans le recrutement des leucocytes bâtonnets en réponse aux toxines et dans 

l'EAE. Étant donné qu'il avait déjà été démontré que le principal récepteur des chimiokines 

recrutant les neutrophiles, CXCR2, affecte le développement de l'EAE [119], nous avons 

émis l'hypothèse que l'un de ses ligands serait important dans l'adhésion des leucocytes 

bâtonnets. Nous avons donc eu comme objectifs de :1) étudier l'expression des ligands de 

CXCR2 en réponse à la PTX, au LPS ainsi que durant l'EAE; 2) vérifier si 1TL-6 produite, 

lors de traitement à la PTX, est importante dans la régulation de la chimiokine la plus 

exprimée; 3) valider si cette même chimiokine est importante dans le recrutement des 

granulocytes adhères à la vasculature cérébrale sous stimulation à la PTX, au LPS et durant 

l'EAE et 4) déterminer si la diminution de l'adhésion des granulocytes à la vasculature 

cérébrale peut influencer le développement de l'EAE. 
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Chapitre 2 : Les phagocytes patrouillant la vasculature 
cérébrale sont recrutés lors d'un traitement à la toxine 

pertussique via IL-6, ICAM-1 et ITGaM 
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2.1 : Résumé 

La surface endothéliale luminale de la vasculature cérébrale est constamment 

patrouillée par des leucocytes bâtonnets. Le recrutement de ces cellules est augmenté après 

l'exposition au lipopolysaccharide bactérien (LPS) par un mécanisme impliquant le tumor 

necrosis factor (TNF), l'interleukine 1-P (IL-ip) et l'angiopoïétine-2 (Ang2). Dans cette 

recherche, nous démontrons que cette population de leucocytes bâtonnets, principalement 

composée de granulocytes, est aussi recrutée dans le cerveau de souris souffrant de 

l'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) et lors de traitement à la toxine 

pertussique (PTX), laquelle est utilisée pour potentialiser l'EAE. Cependant, le mécanisme 

impliqué dans ce recrutement ne nécessite pas la participation de l'Ang2. L'utilisation de 

micropuces à ADN, d'animaux déficients pour les gènes à l'étude et d'anticorps 

neutralisants, nous ont permis de démontrer que la PTX agit indirectement sur 

l'endothélium via, entre autre, 1TL-6. De plus, cette cytokine s'avère essentielle pour 

réguler, au niveau post-transcriptionnel, la molécule d'adhésion intracellulaire-1 (ICAM-1) 

lors du traitement à la PTX et non au LPS. Nous avons aussi démontré que ces phagocytes 

adhèrent aux capillaires cérébraux via l'interaction de l'intégrine aM avec ICAM-1 ainsi 

qu'avec un autre ligand encore inconnu. En conclusion, notre étude supporte l'idée que la 

PTX potentialise l'EAE, en autre, en induisant des changements vasculaires nécessaires au 

recrutement des leucocytes qui patrouillent cette vasculature. 



46 

2.2 : Abstract 

The cerebral vasculature is constantly patrolled by rod-shaped leukocytes crawling 

on the luminal endothelial surface. These cells are recruited in greater numbers after 

exposure to bacterial lipopolysaccharide (LPS) by a mechanism involving tumor necrosis 

factor (TNF), interleukin-1 p (ILip) and angiopoietin-2 (Angpt2). Here, we report that the 

population of crawling leukocytes, consisting mainly of granulocytes, is also increased in 

the brains of mice suffering from experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) or 

injected with pertussis toxin (PTX), which is commonly used to induce EAE. However, this 

recruitment occurs through an alternative mechanism, independent of Angpt2. In a series of 

experiments using DNA microarrays, knockout mice and neutralizing antibodies, we found 

that PTX acts indirectly on the endothelium in part through IL6, which is essential for the 

posttranscriptional upregulation of intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1) in response 

to PTX but not to LPS. We also found that phagocytes adhere to brain capillaries through 

the interaction of integrin aM (ITGaM) with ICAM1 and an unidentified ligand. In 

conclusion, this study supports the concept that PTX promotes EAE, at least in part, by 

inducing vascular changes necessary for the recruitment of patrolling leukocytes. 
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2.3 : Introduction 

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune demyelinating disease often characterized 

by unpredictable episodes of exacerbation and remission. While its etiology is still 

unknown, epidemiological studies suggest that environmental factors influence its course. 

For example, the risk of exacerbation is significantly increased during or after common 

infections ofthe upper respiratory tract (1, 6, 10, 21, 26, 32, 34). Several non-exclusive 

mechanisms have been proposed to explain how infections may influence MS, including 

adjuvant actions, molecular mimicry, bystander activation and epitope spreading (23). 

To induce encephalomyelitis (EAE), the most widely used model of MS, mice 

immunized with myelin antigens or transplanted with myelin-reactive T lymphocytes are 

commonly injected with pertussis toxin (PTX), which is used as a surrogate for infection to 

increase the severity of the disease. PTX is a hexameric protein produced by Bordetella 

pertussis, the bacterium that causes whooping cough. The subunit S1 forms the A protomer 

responsible for the enzymatic activity, while the four other subunits (including two copies 

of S4) form the B oligomer responsible for binding to the cell surface (33). The best-known 

action of PTX involves its endocytosis and transport to the endoplasmic reticulum (28). 

There, the A protomer catalyzes the ADP-ribosylation ofthe a subunits of G proteins (5, 8), 

thereby preventing their interaction with G protein-coupled receptors. A less understood 

mechanism relies on the ability of the B oligomer to interact with transmembrane receptors 

and modulate intracellular signaling pathways. For example, it has been shown that PTX 

stimulates P-selectin expression in the cerebral endothelium by acting through toll-like 

receptor 4 (TLR4) (17), better known as the signaling receptor for lipopolysaccharide 

(LPS). Through such actions, PTX induces responses that presumably promote EAE, such 

as leukocyte adhesion to the cerebral vasculature, activation of antigen-presenting cells and 

differentiation of CD4+ T lymphocytes (29). 

We have recently uncovered a mixed population of phagocytes that constantly 

patrol the cerebral vasculature by crawling on the luminal endothelial surface (2, 35). Our 

knowledge about these cells can be summarized as follows: (i) they include granulocytes 

and monocytes, whose proportions remain uncertain; (ii) they adopt a rod-shaped 



48 

morphology when crawling in the capillary network, facilitating their discrimination from 

parenchymal phagocytes; (iii) they are recruited upon stimulation with LPS by a 

mechanism involving the pro-inflammatory cytokines tumor necrosis factor (TNF) and 

interleukin-1 p (ILip), and the vascular destabilization factor angiopoietin-2 (Angpt2); and 

(iv) neutralization ofthe latter using a peptide-Fc fusion protein called LI-10 blocks the 

recruitment of crawling phagocytes during endotoxemia. An important question to be 

addressed is whether crawling phagocytes are recruited in other conditions through the 

same mechanism as the one induced by LPS. Considering their privileged position at the 

blood-brain interface and the roles of myeloid cells in immunity, it is plausible that 

crawling phagocytes are involved in protective neuroinflammatory responses against 

infection, injury and degenerative diseases, as well as in detrimental neuroinflammatory 

disorders, such as MS. 

The initial goals of the present study were (i) to examine whether the population of 

crawling leukocytes increases during EAE, a model of MS, and in response to PTX, which 

is commonly used to induce EAE without clear understanding of its mechanism of action; 

and (ii) to explore the possibility of using the Angpt2 inhibitor Ll-10 to block such 

recruitment. The results confirmed that crawling leukocytes are attracted in greater numbers 

in response to PTX and EAE, but through an .Angpt2-independent mechanism. To clarify 

this alternative mechanism, our ultimate goal was to compare the effects of PTX and LPS 

using a combination of in vitro and in vivo approaches. 
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2.4 : Methods 

Animals 

C57BL/6 mice were purchased from Charles River Laboratories (Montreal, Quebec, 

Canada). Mice deficient in IL6 or intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1) and their 

wild-type controls (C57BL/6 background) were obtained from The Jackson Laboratory 

(Bar Harbor, ME, USA). The animals were adapted to standard laboratory conditions for at 

least 1 week before any manipulation. The experiments were done on 8-10-week-old males 

in accordance with the current guidelines ofthe Canadian Council on Animal Care. 

Toxins 

PTX (List Biological Laboratories, Campbell, CA, USA) was dissolved in 

phosphate-buffered saline (PBS) and injected intraperitoneally at a dose of 20 pg/kg. LPS 

from Escherichia coli 055:B5 (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) was dissolved in 

PBS and injected intraperitoneally at a dose of 2 pg/kg or 1 mg/kg. Control mice were 

injected with PBS. 

Neutralizing antibodies 

One hour before PTX injection, mice were injected via a tail vein with either one of 

the following antibodies at a concentration of 4 mg/kg and diluted in saline: anti-ITGaL 

(rat IgG2a; BD Biosciences, Mississauga, Ontario, Canada), anti-ITGaM (rat IgG2b; BD 

Biosciences), anti-ITGa4 (rat IgG2a; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), anti-ITGpi 

(rat IgG2a; R&D Systems), anti-ITGp2 (rat IgGl; BD Biosciences) and anti-ITGp7 (rat 

IgG2a; R&D Systems). Control mice were injected with isotype-matched non-specific 

antibodies. 

EAE induction and clinical evaluation 

Mice were injected subcutaneously on days 0 and 7 with 200 pL (100 pL/site) of 

emulsion containing 300 pg of myelin oligodendrocyte glycoprotein peptide 35-55 
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(AnaSpec, Fremont, CA, USA) dissolved in saline and mixed with an equal volume of 

complete Freund's adjuvant containing 500 pg of killed Mycobacterium tuberculosis H37 

RA (BD Biosciences). The animals were also injected intraperitoneally with PTX at a dose 

of 20 ]ig/kg immediately and 48 h after the first immunization. The clinical signs were 

monitored daily and scored as follows: 0, no detectable sign; 1, tail flaccidity; 2, hindlimb 

weakness and poor righting ability; 3, hindlimb paralysis/paresis; 4, hindlimb paralysis and 

forelimb paraparesis; 5, moribund or dead. 

Ll-10 

EAE mice were injected subcutaneously every other day with 4 mg/kg of Ll-10 

(kindly provided by Amgen Inc., Thousand Oaks, CA, USA) diluted in PBS. Control mice 

were injected with PBS. 

RNA isolation and cDNA synthesis 

Total RNA was isolated from tissue samples and cell cultures using the TRI 

Reagent (Sigma-Aldrich) or GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit (Sigma-

Aldrich), respectively. RNA integrity and yield were assessed by capillary electrophoresis 

using the Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Mississauga, Ontario, Canada). 

Complementary DNA was generated from 2 pg of total RNA using random primer 

hexamers and Superscript II (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The RNA template was 

digested with RNase H (Invitrogen). 

Microarray analysis 

Total RNA (200 ng) was used to produce biotinylated single-strand DNA targets 

using the GeneChip Whole Transcript Sense Target Labeling Assay (Affymetrix, Santa 

Clara, CA, USA). The targets were hybridized to Affymetrix GeneChip Mouse Gene 1.0 

ST arrays for 16 h at 45°C with constant rotation at 60 rpm. The arrays were washed and 

stained with streptavidin-phycoerythrin (10 pg/mL) and biotinylated goat anti-streptavidin 

(3 mg/mL) using the Affymetrix Fluidics Station 450 (protocol FS450-0007), then read 

using the Affymetrix GeneChip Scanner 3000 G7. The data were processed using the RMA 

algorithm in Expression Console software (Affymetrix) and filtered using the following 
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criteria: (i) expression level >100 in at least one sample; and (ii) mean fold change >1.5 

between at least two groups. Using the MeV software (31), the filtered data were log2-

transformed and analyzed using the LIMMA algorithm with an alpha level of 0.05. The list 

of modulated genes was filtrated for redundant entries and used to create a Venn diagram 

with Gene Venn (27). 

Quantitative polymerase chain reaction (PCR) 

Quantitative PCR (qPCR) was conducted in a final volume of 15 pL containing 

1 x Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 5 pL cDNA, 

250 nM Amplifluor Uniprimer probe (Chemicon, Temecula, CA, USA), lOnM Z-tailed 

primer (18S rRNA, 5'- ACTGAACCTGACCGTACACGGTACAGTGAAACTGCGA 

ATG-3'; ICAM1, 5'-ACTGAACCTGACCGTACACAGGACCGGAGCTGAAAAGTT-3'; 

VCAMl,5-ACTGAACCTGACCGTACAGCCCACTCATTTTAATTACTGGATC-3') and 

100 nM untailed primer (18S rRNA, 5'-CCAAAGGAACCATAACTGATTTAATGA-3'; 

ICAM1, 5'-CTGGAGACGCAGAGGACCTT-3'; VCAM1, 5'-AGGTGGAGGTCTA 

CTCATTCCCT-3')- The amplification was performed using the ABI PRISM 7900 

Sequence Detector (Applied Biosystems) under the following conditions: 2 min at 50°C, 

4 min at 95°C, followed by 55 cycles of 15 s at 95°C and 30 s at 55°C. Ribosomal 18S 

RNA was used to normalize each sample. 

Immunostaining 

Immunostaining was performed as described previously (2) using the following 

primary antibodies: rat anti-CD3 (1:500; Serotec, Raleigh, NC, USA), rat anti-CD45 

(1:1000; BD Biosciences), rabbit anti-CD45 (1:500; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA, USA), rat anti-Ly6G/C (GR1) (1:500; Invitrogen), rat anti-Ly6G (1:5000; BD 

Biosciences), hamster anti-ICAMl (1:500; BD Biosciences), rat anti-VCAMl (1:500; BD 

Biosciences). 

In situ hybridization 

Brain sections were analyzed by radioisotopic in situ hybridization as described 

previously (37). Riboprobes were synthesized from linearized plasmids containing a 
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fragment of the mouse cDNA of Angpt2 (1544 bp), ICAM1 (1474 bp) or VCAM1 

(1507 bp). 

Stereology 

As described previously (2), cell number and volume estimates were obtained using 

the optical fractionator and Cavalieri methods, respectively. 

Microscopy 

Confocal images were acquired using an Olympus Fluoview microscope (BX61) by 

sequential scanning using a z-separation of 0.1 pm. For each fluorochrome, the upper and 

lower thresholds were set using the range indicator to minimize data loss. Bright-field and 

dark-field micrographs were taken using a Retiga EX monochrome camera mounted on a 

Nikon E800 microscope. Images were adjusted for contrast, brightness and sharpness using 

Photoshop 8 (Adobe Systems, San Jose, CA, USA). 

Enzyme-linked immunosorbent assay 

Blood samples were obtained by intracardiac puncture, allowed to clot and 

centrifuged for 20 min at 2000 x g. Serum was collected and analyzed for IFNy, ILip, IL6 

and TNF using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits (R&D Systems). 

Flow cytometry 

Blood samples were blocked for 15 min with 5 pg/mL anti-CD 16/CD32 antibody 

(BD Biosciences) and stained for 30 min on ice with 2 pg/mL anti-Ly6G/C (Grl) antibody. 

After hemolysis and fixation with the Whole Blood Lysing Reagent Kit (Beckman Coulter, 

Mississauga, Ontario, Canada), cells were analyzed with a BD FACSCanto II flow 

cytometer and FlowJo software (Tree Star, San Carlos, CA, USA). 

Statistical analyses 

Data are expressed as mean ± standard error. Means were compared using the 

unpaired Student's t-test, one-way ANOVA or two-way ANOVA. Alternatively, the 
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Wilcoxon rank-sum test was used when the distribution was abnormal. Bonferroni or 

Student's t-tests were performed for post hoc multiple comparisons. All these analyses were 

performed using JMP (SAS Institute, Cary, NC, USA) or Prism 4 (GraphPad Software, La 

Jolla, CA, USA) with a significance level of 5%. 
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2.5 : Results 

Crawling phagocytes are recruited in the cerebral vasculature during PTX exposure 

and EAE 

To determine whether crawling leukocytes can be recruited in the cerebral 

vasculature in response to stimuli other than LPS, we performed immunohistochemistry for 

the pan-hematopoietic marker CD45 on brain sections from mice euthanized either 6 h after 

intraperitoneal injection of PTX (20 pg/kg) or 12-16 days after induction of EAE by active 

immunization against myelin oligodendrocyte glycoprotein (Figure IA). As estimated 

using stereological procedures, the number of crawling leukocytes (ie, CD45+ intraluminal 

leukocytes with a rod-shaped or rounded morphology) was at least twice higher in the 

cerebral cortex of these mice compared with that of sham-treated mice (Figure 1 B-C). For 

comparison, we also analyzed brain sections from mice treated with LPS and found a 

roughly similar increase when LPS was administered at a high dose (1 mg/kg), but no 

difference when administered at a low dose (2 pg/kg) (Figure IB). These results are 

consistent with our previous study showing an increase in crawling leukocytes during 

endotoxemia that peaks at 6 h and that lasts for at least 3 days (2). 

To clarify the identity of the newly recruited crawling leukocytes, we first double-

stained brain sections using antibodies against CD45 and Ly6C/G (Figure ID). The latter 

antibody, called GR1, labels both granulocytes and inflammatory (type 1) monocytes (13). 

Under basal conditions, the ratio of GR1+ to GRL rod-shaped leukocytes was roughly 1:3. 

Interestingly, this ratio was reversed to nearly 3:1 after injection of PTX or LPS 

(Figure IE). No significant change was observed in the case of round leukocytes 

(Figure IE). The increases in GR1+ cells were confirmed by stereological counting using 

adjacent sections stained for GR1 by immunohistochemistry (Figure 1F-G). We next 

addressed the question of whether the newly recruited GR1+ cells were granulocytes or 

monocytes using an antibody against the granulocyte-specific antigen Ly6G (12, 24) 

(Figure IH). The results revealed increases in Ly6G+ cells (Figure II) that were comparable 

with the increases in GR1+ cells (Figure IG) and CD45+ cells (Figure IB). Significant 
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increases in rod-shaped Ly6G* cells were also recorded in EAE mice (Figure U). Finally, 

we examined whether the population of crawling leukocytes included T cells by performing 

immunohistochemistry for the lymphocytic marker CD3. No CD3+ cell was detected in the 

brains of mice treated with either one of the toxins, whereas a significant fraction of rod-

shaped leukocytes were CD3+ in EAE mice killed 14 or 16 days after immunization (72-90 

CD3+cells/mm3, representing ~29%-38% ofthe total population of rod-shaped leukocytes) 

(Figure SI). Taken together, these observations indicate that the increase in the population 

of crawling leukocytes is a non-specific response triggered by diverse immune stimuli and 

attributable largely to the recruitment of granulocytes. 

No involvement of Angpt2 during PTX exposure and EAE 

We have previously reported that the recruitment of crawling phagocytes in the 

cerebral vasculature during LPS exposure occurs through an Angpt2-dependent mechanism 

and can be blocked using an anti-Angpt2 peptide-Fc fusion protein called Ll-10 (2). To 

determine whether PTX and EAE trigger this mechanism, we performed in situ 

hybridization for Angpt2 mRNA on brain sections from mice euthanized 3, 6, 12 or 24 h 

after PTX injection or euthanized when a clinical scores of 1 to 4 were obtained after EAE 

induction (n = 4—6 mice per group). No hybridization signal was detected in any sections 

(Figure 2A). In contrast and as observed previously (2), strong signals were detected in 

control mice euthanized 6 h after LPS injection (Figure 2A). Similar results were obtained 

by qPCR (Figure 2B). To definitively exclude a role for Angpt2 in EAE, we injected EAE 

mice once every other day with Ll-10 (4 mg/kg), a regimen previously shown to inhibit 

Angpt2 activity (25, 36). No significant difference in disease severity was detected in these 

mice compared with sham-treated animals (Figure 2C). Therefore, these results suggest that 

PTX and EAE induce the recruitment of crawling phagocytes by a mechanism that is 

independent of Angpt2 and distinct from the one previously described for LPS (2). 

PTX induces vascular changes involved in phagocyte adhesion 

In seeking to understand the mechanism by which PTX promotes the recruitment of 

crawling phagocytes, we hypothesized that PTX might act directly on the vasculature as 

does LPS (9). To test this possibility, we performed microarray analysis on RNA samples 
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from cerebral endothelial cells cultured for 6 h in the presence of PTX (100 pg/mL), LPS 

(10 pg/mL) or PBS. The raw data (Table SI) were filtered to retain only the genes that 

were significantly expressed in at least one sample (hybridization signal >100) and whose 

average expression varied significantly between at least two conditions by a factor >1.5 

(P < 0.05). As illustrated in Figure 3A,B, PTX altered the expression of only 14 genes by a 

magnitude ranging from 1.5 to 3. In contrast, LPS, at a lower molarity, produced a greater 

effect, with 233 genes that were modulated by a magnitude of 1.7 to 18. All ofthe genes 

modulated by PTX were also modulated, to a greater extent, by LPS. To validate these data, 

we quantified by qPCR two genes known to be involved in leukocyte recruitment, namely 

VCAM1 and ICAM1 (16). The results confirmed that PTX induced only modestly VCAM1 

expression in cultured cerebral endothelial cells but did not affect at all ICAM1 expression 

(Figure 3C). 

To confirm the latter observations in vivo, we performed in situ hybridization for 

VCAM1 and ICAM1 mRNAs on brain sections from mice treated for 6 h with PTX 

(20 pg/kg) or LPS (2 pg/kg), thus respecting the concentration ratio tested in vitro (ie, 

10:1). As a positive control, we examined the brains of mice injected with a high dose of 

LPS (1 mg/kg). Surprisingly, PTX strongly induced the expression of VCAM1 and ICAM1 

mRNAs in blood vessels, whereas LPS induced their expression only when administered at 

a high concentration (Figure 4A). Similar observations were made using adjacent sections 

stained with antibodies against VCAM1 or ICAM1 (Figure 4B). However, an interesting 

difference in the distribution of these proteins was noted: VCAM1 was restricted to large 

blood vessels, whereas ICAM1 was also present on capillaries (Figure 4B). In summary, 

the differences between our in vitro and in vivo results suggest that PTX promotes vascular 

changes necessary for leukocyte adhesion by acting indirectly via a mechanism distinct 

from that of LPS. Our observations also suggest that ICAM1 rather than VCAM1 is 

involved in the recruitment of phagocytes in the cerebral micro vasculature. 

IL-6 mediates the effect of PTX on ICAM1 expression and phagocyte recruitment 

To identify a mediator through which PTX might act on the vasculature, we 

measured, in serum of mice exposed to PTX or LPS, the levels of cytokines classically 

known as regulators of ICAM1 expression in the brain, namely TNF, ILip and IFNy(18). 
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We also measured the levels of IL6, whose effect on ICAM1 expression has been studied in 

vitro (22, 30) but not in the brain. As is well known, all these cytokines were increased in 

response to a high dose of LPS (Figure 5). In contrast, only IL6 was significantly increased 

in response to PTX (Figure 5A) 

To determine whether IL6 mediates the effects of PTX, we first counted the number 

of crawling leukocytes in the cerebral cortex of IL6-knockout and wild-type mice injected 

with PTX or LPS as a control. As shown in Figure 6A, a normal increase in rod-shaped 

leukocytes was observed in the knockouts treated with LPS, whereas no increase was 

observed in those treated with PTX. This result was not caused by an intergroup difference 

in the number of circulating myeloid cells, as confirmed by flow cytometry (GR1+ blood 

cells: IL6-knockout mice, 22 ± 2%; wild-type mice, 19 ±2%; Student's t-test, P = 0.22). 

Next, we examined ICAM1 expression at the mRNA and protein levels by in situ 

hybridization and immunohistochemistry (Figure 6B-C). Quantitative analysis revealed no 

difference in the mRNA levels of ICAM1 between the knockout and wild-type mice after 

treatment with PTX or LPS (Figure 6D). However, the protein levels of ICAM1 were not 

increased in the knockouts treated with PTX, whereas they were normally increased in 

those treated with LPS (Figure 6E). Overall, these results indicate that IL6 is necessary for 

the recruitment of rod-shaped phagocytes in response to PTX but is dispensable in the 

context of LPS. They also suggest that IL6 produces this effect, at least in part, by 

increasing ICAM1 expression at the post-transcriptional level. 

Phagocytes crawl on the cerebral endothelium using ITGaM and ICAM1 

It is known that leukocytes can bind to ICAM1 through the integrin dimers oMp2 

(Macl) or aLp2 (LFA1) and to VCAM1 through o4p7 (LPAM1) or a4pi (VLA4). To 

examine the importance of such interactions in the recruitment of crawling phagocytes in 

response to PTX, we counted these cells in the cerebral cortex of mice intravenously 

injected with neutralizing antibodies directed against each of the abovementioned integrin 

monomers. We also counted these cells in ICAM1-knockout mice, which are viable, as 

opposed to VCAM1-knockout mice, and which had normal counts of circulating myeloid 

cells, as confirmed by flow cytometry (%GR1+ blood cells: ICAM1-knockout mice, 

22 ±3%; wild-type mice, 23 ±4%; Student's t-test, P = 0.75). The results revealed a 
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complete blockage of the recruitment of rod-shaped leukocytes in response to PTX after 

treatment with an anti-ITGaM antibody but not with any of the other antibodies 

(Figure 7A-B). Consistently, a partially attenuated recruitment of rod-shaped leukocytes 

was observed in ICAM1 -knockout mice exposed to PTX (Figure 7C). Altogether, these 

results suggest that phagocytes require ITGaM to adhere to the cerebral endothelium 

through ICAM1 and probably also another ligand that remains to be identified. 
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2.6 : Discussion 

How phagocytes are attracted to the brain and how PTX promotes EAE are two 

important questions that confront neuroimmunologists. As illustrated in Figure 8, the 

present study helps to answer these questions by showing that PTX promotes vascular 

changes required for leukocyte adhesion. In contrast to LPS, PTX exerts few direct effects 

on endothelial cells and must act indirectly through mediators distinct from TNF, ILip and 

IFNy, which are classical regulators of endothelial adhesiveness. Instead, PTX acts through 

IL6, which contributes to stimulate ICAM1 expression on the capillary surface. In 

response, appropriately activated phagocytes, mainly granulocytes, adhere to the 

endothelium, at least in part, through interaction involving ITGaM and ICAM1. In 

summary and as discussed below, this study (i) identifies the existence of an alternative, 

non-classical mechanism by which phagocytes are recruited at the blood-brain interface; 

(ii) it demonstrates the importance of a ligand-receptor couple in this process; and (iii) it 

suggests that PTX might promote EAE by increasing the patrolling of the CNS vasculature 

by immune cells capable of crawling on its luminal surface. PTX induces vascular changes 

required for leukocyte adhesion 

It was long believed that PTX promotes EAE by increasing the permeability of the 

blood-brain barrier (19, 20). However, a few years ago, it was discovered that this effect is 

secondary, and that PTX rather acts by increasing the adhesiveness of the cerebral 

endothelium by inducing P-selectin expression (17). The underlying mechanism was not 

fully elucidated but was found to be dependent on TLR4. Our results extend these 

observations by showing that PTX induces the expression of other adhesion molecules, 

namely ICAM1 and VCAM1. It will be important in future studies to consider the 

following two hypotheses. First, it is plausible that PTX acts through a receptor different 

from that of LPS and absent in endothelial cells. This is suggested by our observation that 

PTX exerts few direct effects on endothelial cells, while the latter were responsive to LPS 

and are known to express TLR4 (9). Second, it is possible that the relative importance of 

the adhesion molecules involved in phagocyte recruitment varies according to vessel 

caliber. On the one hand, we did not count leukocytes in large blood vessels, where they 
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can be confounded with perivascular macrophages caused by their amoeboid morphology. 

On the other hand, Kerfoot et al could not examine leukocytes in capillaries, because they 

are too deeply dispersed in the nervous tissue to be visualized by real-time microscopy 

through an intracranial window. Therefore, it is not possible to definitively conclude that P-

selectin has the same importance in capillaries as in larger vessels (eg, arterioles) and vice 

versa for ICAM1. 

IL6 contributes to the effects of PTX 

Our observation that PTX did not affect ICAM1 expression in cultured cerebral 

endothelial cells but strongly induced its expression in vivo lead us to examine the 

possibility that PTX acts indirectly via soluble mediators. ICAM1 is classically regulated 

by IFNy and factors that stimulates the nuclear factor-kappa B (NF-KB) signaling pathway, 

such as TNF and ILip(18). The present study shows that these three mediators are 

dispensable, and that IL6 is absolutely required for mediating the effect of PTX. The ability 

of IL6 to induce ICAM1 expression has been demonstrated in vitro (22, 30) but not in the 

brain. Interestingly, the fact that ICAM1 expression was altered in IL6-knockout mice only 

at the protein level and not at the mRNA level suggests that IL6 stimulates the post-

transcriptional machinery that governs ICAM1 production, while another soluble mediator 

is responsible for stimulating the transcriptional machinery. Further work is needed to 

identify this mediator and demonstrate how it cooperates with IL6 to increase endothelial 

adhesiveness. 

Adhesion molecules used by crawling phagocytes 

ICAM1 and VCAM1 are well-known adhesion molecules, but their relative 

importance in the recruitment of phagocytes in the brain was unclear. Our observation that 

VCAM1 was only expressed on large blood vessels during endotoxemia, whereas ICAM1 

was also expressed on capillaries, led us to believe that ICAM1, but not VCAM1, is 

involved in the recruitment of crawling phagocytes. This was confirmed in PTX-treated 

mice deficient in ICAM1 or injected with an antibody against ITGaM, which is an integrin 

that forms with ITGP2 a receptor for ICAM1 called Macl. No role was found for ITGaL, 

which forms with ITGP2 another receptor for ICAM1 called LFA1. This negative result 



61 

was not likely caused by an inability of our antibody to neutralize ITGaL, because this 

antibody was proved to be effective in another study in which it was shown to detach type 2 

(GRL) monocytes that crawl in post-capillary venules ofthe ear in steady-state conditions 

(3). This difference between our results and those of Auffray et al. could arise from the 

types of leukocytes and vessels that were studied (ie, inflammatory vs. resident leukocytes 

and cerebral capillaries vs. large blood vessels of peripheral tissues). Nevertheless, ICAM1 

is ostensibly not the only ligand used by crawling phagocytes in the brain, as suggested by 

the fact that their increase was totally blocked in mice treated with the anti-ITGaM 

antibody, but only partially blocked in mice lacking ICAM1. Further work will be required 

to test whether Macl interacts with an alternative ligand exposed on the surface of cerebral 

capillaries. 

Recruitment of crawling phagocytes via two different mechanisms 

We have previously shown that Angpt2 is needed for the recruitment of crawling 

leukocytes in response to LPS (2). Angpt2 is believed to be a gatekeeper of endothelial 

activation. It sensitizes the endothelium toward TNF, thereby enhancing the expression of 

ICAM1 and VCAM1 (11). This effect might be attributable to the ability of Angpt2 to 

block the interaction between Tie2 and ABIN-2, an inhibitor of the NF-KB signaling 

pathway (15). Considering that TNF, an important regulator of Angpt2 expression (2), was 

not produced in PTX-treated mice, it is not so surprising that Angpt2 was also not produced 

in these animals. There are thus at least two different mechanisms that induce phagocyte 

adhesion in response to different stimuli: one dependent and the other independent of the 

TNF-Angpt2 axis. It will be interesting in the future to examine why different mechanisms 

are required, whether the leukocytes recruited by these mechanisms exhibit phenotypic 

differences and whether there is an alternative gatekeeper to Angpt2 that sensitizes the 

endothelium toward IL6. 

Reinforced patrolling of the vasculature in response to alarm signals 

It is interesting to speculate that PTX might promote EAE, at least in part, by 

increasing the patrolling of the CNS vasculature by leukocytes able to crawl on the 

endothelium. These leukocytes could be not only innate immune cells, but also T 
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lymphocytes, as suggested by our finding of CD3+ cells with a rod-shaped morphology in 

the brains of EAE mice. The ability of T cells to crawl in the cerebral vasculature of EAE 

mice and to interact with phagocytes has been observed in another study using intravital 

microscopy (4). It therefore seems plausible that microbes and other toxins can produce a 

similar effect in MS patients, thereby affecting disease severity and progression. It would 

be exciting to examine in the future whether an anti-ITGaM antibody, or any other drugs 

designed to block phagocyte crawling, could be used to attenuate MS, as it was the case for 

EAE (14). 
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2.7 : Conclusion 

Neuroimmunologists have traditionally used LPS as a simple model to study the 

development of immune responses in the nervous system with the hope of gaining insight 

into neuroinflammatory diseases, such as EAE and MS. The present study warrants that 

LPS may not be appropriate for such a purpose, as it induces leukocyte recruitment via an 

Angpt2-dependent mechanism that is not involved in EAE. Future studies on the alternative 

mechanism triggered by PTX and uncovered in this study may allow for the identification 

of new potential targets for the treatment of MS. 
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2.10 : Figure legends 

Figure 1. Increased numbers of crawling leukocytes in the cerebral vasculature during 

PTX exposure and EAE. A. Nomarski interference micrographs of crawling leukocytes with 

a rod-shaped or rounded morphology in mouse brain sections stained for CD45 by 

immunohistochemistry. B. Counts of CD45+ crawling leukocytes in the cerebral cortex of 

mice euthanized 6 h after intraperitoneal injection of PBS, LPS or PTX. *Significantly 

different from PBS according to post hoc Student's Mests. ANOVA: P = 0.012 (rod cells) 

or 0.0005 (round cells). Sample size: four to nine mice per group. C. Counts of CD45+ 

crawling leukocytes in the cerebral cortex of mice euthanized before (day 0) or 12-16 days 

after EAE induction. * Significantly different from day 0 according to post hoc Student's t-

tests. ANOVA: P = 0.011 (rod cells) or 0.31 (round cells). Sample size: three to six per 

group. D. Confocal micrographs of a rod-shaped leukocyte doubly labeled for GR1 

(Ly6C/G) and CD45 by immunofluorescence. E. Percentages of CD45+ crawling 

leukocytes positively labeled with the GR1 antibody. * Significantly different from PBS 

according to post hoc Student's Mests. ANOVA: P < 0.0001. Sample size: 6 per group. F. 

Micrograph of a rod-shaped leukocyte immunostained with the GR1 antibody. G. Counts 

of GR1+ leukocytes in the cerebral cortex of mice treated with PBS, LPS, or PTX. 

* Significantly different from PBS according to post hoc Student's Mests. ANOVA: 

P = 0.0032 (rod cells) or 0.039 (round cells). Sample size: five to six per group. H. 

Micrograph of a rod-shaped leukocyte immunostained with an anti-Ly6G antibody. I. 

Counts of Ly6G+ leukocytes in the cerebral cortex of mice treated with PBS, LPS or PTX. 

*Significantly different from PBS according to post hoc Student's Mests. ANOVA: 

P = 0.0078 (rod cells) or 0.027 (round cells). Sample size: five to six per group. J. Counts 

of Ly6G+ leukocytes in the cerebral cortex of EAE mice. * Significantly different from PBS 

according to post hoc Student's /-tests. ANOVA: P = 0.036 (rod cells) or 0.14 (round cells). 

Sample size: three to six per group. 

Figure 2. Angpt2 is not expressed in the brain in response to PTX and is not involved in 

EAE. A. Dark-field micrographs showing in situ hybridization signals for Angpt2 mRNA in 

the brain of a mouse treated with LPS (upper-right panel) but not in the brains of mice 
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treated with PBS or PTX or subjected to EAE. The animals were euthanized 6 h after 

injection or when a clinical score of 4 was reached after EAE induction. B. Quantitative 

PCR quantification of Angpt2 mRNA in the brains of mice subjected to the indicated 

conditions. *Significantly different from PBS. ANOVA, P < 0.0001. Sample size: five to 

seven per group. Clinical scores ofthe EAE mice: from 2 to 3.5. C. No difference in the 

severity of EAE was detected in mice treated with the Angpt2 inhibitor Ll-10 (4 mg/kg, 

once every other day) compared with mice treated with PBS. Two-way ANOVA with 

repeated measures: P = 0.93. Sample size: eight per group. 

Figure 3. PTX induces few transcriptional changes in cultured cerebral endothelial cells. 

A. Venn diagram showing the number of genes identified by microarray analysis as being 

modulated in bEnd.3 cerebral endothelial cells incubated for 6 h in the presence of PTX 

(100 ng/mL) or LPS (10 ng/mL) as compared with cells treated with PBS. B. Hybridization 

signals of the 14 genes modulated by both PTX and LPS. The color scale indicates the 

intensity of the signals in arbitrary unit. The dendrograms indicate the degree of similarity 

among the genes or samples. They were produced by hierarchical clustering using 

Euclidean distance as the distance metric. C. Quantification of VCAM1 and ICAM1 

mRNAs in bEnd.3 cells by qPCR. * Significantly different from PBS according to post hoc 

Student's /-tests. Two-way ANOVA: time effect, P < 0.0001; treatment effect, P < 0.0001; 

interaction, P < 0.0001. 

Figure 4. PTX induces VCAM1 and ICAM1 expression in cerebral blood vessels. A. Dark-

field micrographs showing in situ hybridization signals for VCAM1 and ICAM1 mRNAs 

in the brains of mice killed 6 h after intraperitoneal injection of PBS, LPS or PTX. B. 

Bright-field micrographs showing immunohistochemical staining for VCAM1 or ICAM1 in 

adjacent brain sections. 

Figure 5. PTX induces the expression of IL6 but not of IL1B, TNF and IFNy. A-D. 

Quantification of each cytokine by ELISA in serum collected from mice 6 h after 

intraperitoneal injection of PBS, LPS or PTX. *Significantly different from PBS according 

to post hoc Bonferroni tests. Kruskal-Wallis test: P < 0.0001. Sample size: eight per group. 
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Figure 6. IL6 mediates the effects of PTX on the recruitment of crawling leukocytes and the 

post-transcriptional expression of ICAM1 in the brain vasculature. A. Counts of CD45+ 

crawling leukocytes in the cerebral cortex of IL6-knockout (KO) and wild-type (WT) mice 

euthanized 6 h after intraperitoneal injection of PBS, LPS or PTX. *Significantly different 

from the wild types according to post hoc Student's /-tests. Two-way ANOVA: genotype 

effect, JP = 0.29 (rod cells) or 0.34 (round cells); treatment effect, P < 0.0001 (rod cells) 

or = 0.0004 (round cells); interaction, P = 0.0083 (rod cells) or 0.66 (round cells). Sample 

size: seven to nine per group. B. Dark-field micrographs of in situ hybridization signals for 

ICAM1 mRNA in brain sections from IL6-deficient and wild-type mice treated with PTX. 

C. Bright-field micrographs of brain sections derived from IL6-deficient and wild-type 

mice treated with PTX and stained for ICAM1 by immunohistochemistry. D. 

Quantification of the hybridization signals in the cerebral cortex by optical density (OD) 

readings. .ANOVA: genotype effect, P=0.42; treatment effect, P < 0.0001; interaction, 

P = 0.64. Sample size: six to eight per group. E. Quantification of the volume occupied by 

ICAML blood vessels in the cerebral cortex. * Significantly different from PBS according 

to post hoc Student's /-tests. Two-way ANOVA: genotype effect, P < 0.0001; treatment 

effect, P < 0.0001; interaction, P < 0.0001. Sample size: eight or nine per group. 

Figure 7. Crawling leukocytes depend on ITGaM and ICAM1 for adhesion to the cerebral 

vasculature in response to PTX. A, B. Counts of CD45+ crawling leukocytes in the cerebral 

cortex of mice treated with different neutralizing antibodies against integrins and 

euthanized 6 h after intraperitoneal injection of PBS or PTX (20 pg/kg). * Significantly 

different from the isotype controls according to post hoc Student's /-tests. ANOVA for A: 

P < 0.0001 (rod cells) or = 0.096 (round cells). ANOVA for B. P = 0.36 (rod cells) or 0.75 

(round cells). Sample size: 5-10 per group. C. Counts of CD45+ crawling leukocytes in the 

cerebral cortex of ICAM1-knockout (KO) and wild-type (WT) mice euthanized 6 h after 

injection of PBS or PTX. *Significantly different from the wild types according to post hoc 

Student's /-tests. Two-way ANOVA: genotype effect, P = 0.05 (rod cells) or 0.035 (round 

cells); treatment effect, P = 0.005 (rod cells) or 0.10 (round cells); interaction, P = 0.05 (rod 

cells) or 0.32 (round cells). Sample size: 5-10 per group. 
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Figure 8. A proposed mechanism by which phagocytes are recruited at the blood-brain 

interface in response to PTX. (1) In peripheral tissues, PTX stimulates cells to secrete IL6. 

Ostensibly, another mediator, different from TNF, ILip and IFNy, is also secreted and 

remains to be identified. (2) IL6 circulates in the blood and contributes to stimulate ICAM1 

expression on the endothelial surface by acting at the post-transcriptional level. The as yet 

unknown mediator is responsible for triggering ICAM1 gene transcription. (3) IL6 might 

also induce integrin activation on phagocytes, as suggested by a recent study (7). (4) 

Activated phagocytes, mainly granulocytes, adhere to cerebral capillaries by binding to 

ICAM1 and an as yet unknown ligand through integrin aMp2. 

SUPPORTING INFORMATION 

Additional Supporting Information may be found in the online version of this article at : 

http://onlinelibrary.wiley.com 

Figure SI. Micrograph of a rod-shaped leukocyte immunostained with an anti-CD3 

antibody. 

Table SI. Genes differentially regulated in mouse bEnd.3 cerebral endothelial cells in 

response to PTX and/or LPS, as determined using Affymetrix DNA microarrays. 

http://onlinelibrary.wiley.com
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3.1: Résumé 

Les granulocytes peuvent jouer des rôles bénéfiques dans le SNC, mais des résultats 

récents suggèrent qu'ils peuvent aussi être néfastes dans l'encéphalomyélite auto-immune 

expérimentale (EAE), le modèle le plus populaire de la sclérose en plaques. L'étude des 

cytokines et des molécules d'adhésion impliquées dans l'adhésion des granulocytes à la 

vasculature cérébrale a déjà été amorcée. Cependant, l'identification de la chimiokine 

impliquée demeure à découvrir. Dans cette recherche, nous avons démontré que CXCL1 est 

le ligand de CXCR2 le plus exprimé dans le SNC de souris souffrant d'EAE ainsi que lors 

du traitement avec des toxines bactériennes, soit le lipopolysaccharide (LPS) ou la toxine 

pertussique (PTX), laquelle est utilisée pour potentialiser l'EAE. De plus, l'expression de 

CXCL1 peut être régulée au niveau transcriptionel par 1TL-6 dans les cellules de 

l'endothélium cérébral tel que démontré chez les souris IL-6"" et in vitro. Également, 

l'utilisation d'un anticorps neutralisant pour CXCL1 révèle que cette chimiokine est 

essentielle pour l'adhésion des granulocytes aux capillaires cérébraux sous les trois 

conditions à l'étude. Finalement, la sévérité de l'EAE est diminuée chez les souris traitées 

quotidiennement durant la première semaine de la phase effectrice de la maladie. Alors, 

cette étude a non seulement identifié CXCL1 comme étant un élément clé du recrutement 

des granulocytes dans le SNC, mais aussi comme une cible thérapeutique potentiellement 

intéressante pour des maladies neuro-inflammatoires telles que la sclérose en plaques. 
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3.2 : Abstract 

Background: Granulocytes generally exert protective roles in the central nervous system 

(CNS), but recent studies suggest that they can be detrimental in experimental autoimmune 

encephalomyelitis (EAE), the most common model of multiple sclerosis. While the 

cytokines and adhesion molecules involved in granulocyte adhesion to the brain vasculature 

have started to be elucidated, the required chemokines remain undetermined. 

Methods: CXCR2 ligand expression was examined in the CNS of mice suffering from 

EAE or exposed to bacterial toxins by quantitative RT-PCR and in situ hybridization. 

CXCL1 expression was analyzed in IL-6-treated endothelial cell cultures by quantitative 

RT-PCR and ELISA. Granulocytes were counted in the brain vasculature after treatment 

with a neutralizing anti-CXCLl antibody using stereological techniques. 

Results: CXCL1 was the most highly expressed ligand ofthe granulocyte receptor CXCR2 

in the CNS of mice subjected to EAE or infused with lipopolysaccharide (LPS) or pertussis 

toxin (PTX), the latter being commonly used to induce EAE. IL-6 upregulated CXCL1 

expression in brain endothelial cells by acting transcriptionally and mediated the 

stimulatory effect of PTX on CXCL1 expression. The anti-CXCLl antibody reduced 

granulocyteadhesion to brain capillaries in the three conditions under study. Importantly, it 

attenuated EAE severity when given daily for a week during the effector phase of the 

disease. 

Conclusions: This study identifies CXCL1 not only as a key regulator of granulocyte 

recruitment into the CNS, but also as a new potential target for the treatment of 

neuroinflammatory diseases such as multiple sclerosis. 
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3.3 : Introduction 

Myelin-reactive CD4+ T lymphocytes play a critical role in the pathogenesis of 

multiple sclerosis and its animal model, EAE [1]. A basic principle in immunology states 

that these cells do not act alone, but rather in concert with different populations of myeloid 

phagocytes, which activate them by presenting antigens and producing proinflammatory 

molecules, and which execute effector functions. The phagocytes best known to be 

involved in EAE are monocyte-derived CDllc+ dendritic cells [2-5] and Ly6C+ 

macrophages originating from either microglia or monocytes [2,4,6,7]. In addition, 

mounting evidence suggests the involvement of a third population of phagocytes, namely 

granulocytes. Indeed, it has been reported that granulocytes massively infiltrate the CNS of 

EAE mice [8-17], and that EAE is markedly attenuated in mice either treated with 

antibodies against the granulocyte proteins CXCR2 and Ly6G, treated with a small 

molecule antagonist of CXCR2, or genetically manipulated to suppress CXCR2 [12,18-20]. 

Therefore, granulocytes and the extracellular signaling pathways that control them 

represent novel potential therapeutic targets for multiple sclerosis. 

We have uncovered a population of rod-shaped granulocytes that patrol the CNS 

vasculature by crawling on the luminal endothelial surface [17,21,22]. These cells are 

recruited in greater number in mice suffering from EAE or exposed to bacterial products 

such as LPS and PTX [17,21]. According to the classical model, the mechanism underlying 

this recruitment includes the following steps: 1) proinflammatory cytokines induce the 

expression of chemokines and adhesion molecules on the endothelial surface; 2) these 

chemokines activate granulocytes by promoting the conversion of integrins from a low-

affinity to a high-affinity state; and 3) the latter integrins allow the firm attachment of 

granulocytes to endothelial adhesion molecules [23]. So far, we have gathered evidence that 

PTX induces ICAM1 expression in brain capillaries indirectly through IL-6, and that 

granulocytes bind to these vessels through interaction between Macl (integrin aMb2) and 

intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1) [17]. In contrast, granulocyte adhesion in 

response to LPS is independent of IL-6, but dependent on TNF and IL-ip [17,21]. An 

important question that remains to be addressed is what chemokine(s) control granulocyte 

adhesion in the cerebral micro vasculature. 
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The G-protein-coupled receptor CXCR2 is crucial for granulocyte infiltration into the brain 

parenchyma, as demonstrated using CXCR2-knockout mice exposed to LPS or 

Staphylococcus aureus [24,25]. However, it is still unclear whether CXCR2 intervenes 

during adhesion and/or transmigration. CXCR2 binds to chemokines of the CXC family 

containing the glutamate-leucine-arginine (ELR) motif (i.e., CXCL1, CXCL2, CXCL3, 

CXCL5, and CXCL7 in mouse and human, in addition to CXCL6 and CXCL8 in human 

only) [26]. This family also comprises mouse CXCL15, which does not appear to bind 

CXCR2 [27]. Both CXCL1 and CXCL2 are upregulated in the CNS of mice suffering from 

endotoxemia [24] or EAE [13,14,16,28-30]. Such information is not available for the other 

CXCR2 ligands, leading to question the relative importance of these molecules in 

granulocyte recruitment into the CNS. 

The primary objective ofthe present study was to identify the main CXCR2 ligand 

responsible for granulocyte adhesion to brain capillaries during EAE and after exposure to 

bacterial toxins, especially PTX, which is commonly used as an adjuvant to induce EAE 

[31], but whose mechanism of action is still not fully understood. The second objective was 

to examine whether the effect of PTX on CXCL1 expression is mediated by IL-6, a 

cytokine essential for EAE development [32-36] and previously identified as mediating the 

effect of PTX on endothelial ICAM1 expression [17]. 
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3.4 : Methods 

Mice 

Experiments were performed on male mice aged 8-10 weeks with the approval of 

our institutional animal ethics committee. The animals were obtained from Charles River 

Laboratories (C57BL/6 mice) or The Jackson Laboratory (IL-6-knockout and wild-type 

mice with a C57BL/6 background). They were housed individually in ventilated cages and 

acclimated for at least 1 week before use. 

Toxin injection 

Mice were injected intraperitoneally with 20 pg/kg PTX (List Biological 

Laboratories) or 1 mg/kg LPS from Escherichia coli 055:B5 (Sigma-Aldrich) both diluted 

in PBS. Control mice were injected with PBS only. 

EAE induction and clinical evaluation 

Mice were injected subcutaneously on day 0 with 200 pl (100 pl/site) of emulsion 

containing 300 pg of myelin oligodendrocyte glycoprotein peptide 35-55 (AnaSpec) 

dissolved in saline and mixed with an equal volume of complete Freund's adjuvant 

containing 500 pg of killed Mycobacterium tuberculosis H37 RA (Difco Laboratories). The 

animals were also injected intraperitoneally with PTX (20 pg/kg) immediately and 48 h 

after the first immunization. Clinical signs were monitored daily and scored as follows: 0, 

no detectable sign; 0.5, partially limp tail; 1, paralyzed tail; 2, loss in movement 

coordination and hind limb paresis; 2.5, one hind limb paralyzed; 3, both hind limbs 

paralyzed; 3.5, hind limbs paralyzed and weakness in forelimbs; 4, fore limbs paralyzed; 5, 

moribund or dead [31]. 

Treatment with neutralizing antibodies 

Mice were injected via a tail vein with the following antibodies (all purchased from 

R&D Systems) at a concentration of 4 or 20 mg/kg in PBS: anti-CXCLl (rat IgG2A), anti-
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CXCL2 (rat IgG2B), anti-CXCR2 (rat IgG2A), and isotype control antibodies (rat IgG2A)- A 

single injection of these antibodies was given 1 h before toxin injection, whereas daily 

injections were given from day 7 to day 13 after EAE induction 

RNA isolation 

Total RNA was isolated from tissues and cultured cells by homogenization in TRI-

reagent (Sigma-Aldrich) followed by purification using the GenElute Mammalian Total 

RNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich). RNA integrity and quantity were assessed using the 

Bioanalyzer 2100 capillary electrophoresis system (Agilent Technologies) and the 

NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific), respectively. 

Quantitative RT-PCR 

First strand cDNA was generated from 2 pg of total RNA using Superscript 

III (Invitrogen) with random hexamer and 20-mer oligo-dT primers, then purified with the 

GenElute PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich). The product (20 ng) was analyzed using the 

LightCycler 480 system with the SYBR Green I Master mix according to the 

manufacturer's instructions (Applied Biosystems). The primers were as follows: CXCL1, 

5'- ATCCAGAGCTTGAAGGTGTTG-3' and 5'-GTCT GTCTTCTTTCTCCGTTACTT-

3'; CXCL2, 5'- ATGCC TGAAGACCCTGCC AAG-3 ' and 5'-GGTCAGTTAG 

CCTTGCCTTTG-3'; CXCL3, 5'-CATCCAGAGCTTGACGGTGAC- 3' and 5'-

CTTGCCGCTCTTCAGTATCTTCTT- 3'; CXCL5, 5'-ACAGTGCCCTACGG 

TGGAAGT-3' and 5'-CGAGTGCATTCCGCTTAGC TT-3'; CXCL7, 5'-

GGAAAATCTGATGGCATGGAC-3' and 5'-CAGGCACGTTTTTTGTCCATTCT-3'; 

SOCS3, 5'-GAGAAGATTCCGCTGGTACTG-3' and 5'-GCAGC 

TGGGTCACTTTCTCATA-3'; ICAM1, 5'- CCCAAGGAGATCACATTCACG- 3' and 

5'-TTCCAGGGAGCAAAACAACTTCT- 3'. The PCR conditions consisted of 45 cycles 

of 10 sec at 95°C (denaturation), 10 sec at 60°C (annealing), 12 sec at 72°C (elongation), 

and 5 sec at 78°C (reading). The number of cDNA copies was determined using the second 

derivative method as described previously [37]. 
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Immunostaining 

Immunohistochemistry was performed as described previously [21] using the 

following primary antibodies: rat anti-CD3 (1:500, Serotec), rat anti-CD31 (1:500, BD 

Biosciences), rat anti-CD45 (1:1000, BD Biosciences), rabbit anti-Ibal (1:2000, Wako 

Chemicals), rabbit anti- GFAP (1:1000, Millipore), and rat anti-Ly6G (1:5000, BD 

Biosciences). 

In situ hybridization 

Brain sections were analyzed by in situ hybridization as described previously 

[38]. Combined in situ hybridization and immunohistochemistry was performed according 

to a previously described protocol [39]. 

Stereology 

Cells were counted using the optical fractionator methods as described previously 

[21]. 

Flow cytometry 

Blood samples were blocked for 15 min with 5 pg/ml anti-CD 16/CD32 antibody 

(BD Biosciences) and stained for 30 min on ice with the following antibodies (1 pl each per 

106 cells): rat anti-7/4-RPE (Serotec), rat anti- CD45-FITC (BD Pharmingen), rat anti-

CD115-APC (eBioscience), and rat anti-Ly6G-PerCP-Cy5.5 (BD Pharmingen). After 

hemolysis and fixation with the Whole Blood Lysing Reagent Kit (Beckman Coulter), cells 

were analyzed with a BD FACSCanto II flow cytometer and FlowJo software (Tree Star). 

Cell culture 

bEnd.3 cerebral endothelial cells (American Type Culture Collection) were cultured in six-

well plates in DMEM containing 10% FBS, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml 

streptomycin (Sigma-Aldrich). At confluence, the medium was replaced with fresh medium 

supplemented or not with mouse IL-6 (10 ng/ml, R&D Systems), mouse IL-6 receptor a 

(IL-6Ra; 1 pg/ml, R&D Systems), and/or rat anti-mouse-IL-6 antibody (40 pg/ 
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ml, R&D Systems). The cells were lysed 3 h later for RNA isolation. Supernatant was 

collected for quantification ofCXCLl using an ELISA kit (R&D Systems). 

Statistical analyses 

Data are expressed as mean ± standard error. Means were compared using the unpaired 

Student's t test, oneway ANOVA, or two-way ANOVA. Alternatively, the Kruskal-Wallis 

test was used when the distribution was abnormal. Student's t tests or Wilcoxon tests were 

performed for post hoc multiple comparisons. All these analyses were performed using 

JMP (SAS Institute) with a significance level of 5%. 
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3.5 : Results 

CXCLl is the main CXCR2 ligand expressed in the inflamed CNS 

To determine which CXCR2 ligands are expressed in the brain during inflammatory 

conditions, we first measured by quantitative RT-PCR the mRNA levels of these ligands in 

the brains of mice killed 6 h after intraperitoneal injection of PTX (20 pg/kg), LPS (1 

mg/kg), or control solution (PBS). As shown in Figure la, both toxins upregulated CXCLl 

and CXCL2 mRNAs by > 80 times compared to the basal levels. The transcripts ofCXCLl 

were ~4 times more abundant than those of CXCL2. In contrast, only LPS upregulated 

CXCL3, CXCL5, and CXCL7 mRNAs, albeit by no more than 8 times. These transcripts 

were respectively 108, 7, and 287 times less abundant than those ofCXCLl in LPS-treated 

mice. 

To confirm the above results and examine the distribution of the cells expressing 

CXCR2 ligands, we next analyzed brain sections by in situ hybridization. Many cells 

positively labeled for CXCLl mRNA were detected throughout the brains of mice exposed 

to either toxin (Figure lb), whereas only a few positive cells were detected for CXCL2 

mRNA (Figure lb) and none for CXCL3, CXCL5, or CXCL7 mRNA (data not shown). In 

general, the labeled cells appeared to be distributed along blood vessels, especially those of 

large caliber. To confirm this observation, we double labeled brain sections for CXCLl 

mRNA and cell type-specific markers. The hybridization signals colocalized with the 

endothelial marker CD31, but not with the microglial marker Ibal or the astrocytic marker 

GFAP (Figure lc). Similar observations were made for CXCL2 mRNA (data not shown). 

To examine whether a comparable upregulation of CXCR2 ligands occurs in EAE, 

we repeated the experiments described above using RNA and tissue samples obtained from 

mice killed from 3 to 12 days after EAE induction. As observed in LPS-treated mice, all of 

the CXCR2 ligands were transcriptionally upregulated in the brains and spinal cords of 

EAE mice, the most highly expressed being CXCLl (Figure 2a). With a marked increase 

noted from day 6, their expression at day 12 was still maximal in the spinal cord, but tended 

to decrease in the brain. In contrast to what we observed with the toxins, the signals 
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detected by in situ hybridization were mainly distributed in the choroid plexus and 

leptomeninges (Figure 2b), where they colocalized with CD31 staining and where 

numerous infiltrating T cells were present (Figure 2c). Overall, the results presented thus 

far indicate that CXCLl is the main CXCR2 ligand expressed in the CNS in response to 

different inflammatory stimuli and originates from the vasculature. 

IL-6 induces CXCLl transcription in endothelial cells 

We have previously shown that PTX increases ICAM1 expression in the cerebral 

endothelium indirectly through IL-6, which acts post-transcriptionally, but not 

transcriptionally [17]. To test whether IL-6 also regulates CXCLl expression, we compared 

the levels of CXCLl mRNA in the brains of IL-6-knockout and wild-type mice injected 

with PTX by in situ hybridization. Many strong hybridization signals were observed in the 

wild types, but no signal was detected in the knockouts (Figure 3a). To complement this 

experiment, we cultured cerebral endothelial cells in the presence of IL-6 for 3 h, and found 

an increased expression of CXCLl both at the mRNA and protein levels (Figure 3b). 

Although this effect was not enhanced by the addition of soluble IL-6 receptor, it was 

totally inhibited by pre-incubation with an anti-IL-6 antibody, confirming the specificity of 

the results. The validity of this experiment is also supported by the observations that 

SOCS3 and ICAM1 mRNAs were respectively upregulated and unaffected by IL-6, as 

expected from previous studies [17,40]. Altogether, these findings demonstrate that IL-6 

can regulate CXCLl expression by acting at the transcriptional level. 

CXCLl promotes granulocyte adhesion to cerebral blood vessels 

We have previously reported that the population of adherent intraluminal leukocytes 

(CD45hlgh cells with a round or rod-shape morphology) increases in the cerebral vasculature 

after exposure to bacterial toxins, and that this response is largely attributable to de novo 

recruitment of granulocytes [17]. To examine the importance ofCXCLl in this response, 

we pretreated mice with 4 mg/kg anti-CXCLl, anti-CXCR2 (positive control), or isotype 

antibody (negative control) before challenging them with PTX or LPS. Histological 

analysis revealed that the increase in rod-shaped leukocytes in the vasculature of the 

cerebral cortex was reduced by -69% by the anti-CXCLl and anti-CXCR2 antibodies in 
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mice exposed to PTX, but was reduced to a similar extent only by the anti-CXCR2 

antibody in mice exposed to LPS (Figure 4a, b). In contrast, the number of round 

leukocytes was not affected by any treatment. To verify whether the lack of effect of the 

anti-CXCLl antibody in LPS-treated mice was due to a compensatory effect of CXCL2 or 

the use of a suboptimal dose of anti-CXCL 1 antibody, we repeated the analysis with LPS-

challenged mice pre-treated with either a combination of anti- CXCLl and anti-CXCL2 

antibodies (both at 4 mg/kg) or a higher dose of anti-CXCLl antibody (20 mg/kg). We 

observed a reduction in the recruitment of rod-shape leukocytes only with the latter 

treatment (Figure 4c), suggesting that LPS induces a higher increase in CXCLl than PTX 

and that a higher dose of anti-CXCLl antibody is required for effective pharmacological 

blockade. This is supported by the observation that increased serum levels ofCXCLl were 

detected by ELISA in LPS-treated mice, but not in PTX-treated mice (LPS, 1.3 ng/ml; 

PTX, 0.40 ng/ml; PBS, 0.33 ng/ml; ANOVA, P = 0.019). Finally, to exclude a possible 

effect of the antibodies on the circulating pool of granulocytes, we analyzed blood samples 

collected at the time of sacrifice by flow cytometry. No significant difference in the number 

of CD45+7/4+Ly6G+CD115" cells was found among the animals that received the different 

antibodies (data not shown; ANOVA, P = 0.5), suggesting that the anti-CXCLl and anti-

CXCR2 antibodies blocked the adhesion of granulocytes, but not their mobilization or 

survival. 

To assess whether CXCLl contributes to EAE development by promoting 

granulocyte recruitment, we injected mice once daily with 4 mg/kg anti-CXCLl antibody 

from day 7 to day 13 after EAE induction by active immunization. Blind evaluation ofthe 

clinical symptoms revealed a reduction in EAE severity in these mice compared to sham-

treated animals (Figure 5a). All the mice were killed 4 h after the last injection to collect 

their brains for histological analyses. Because the populations of intravascular rod-shaped 

leukocytes found in the brains of EAE mice comprises not only granulocytes but also T 

lymphocytes [17], we distinguished these cells by using antibodies against the granulocyte 

marker Ly6G and the T cell marker CD3 (Figure 5b). Stereological cell counts showed a 

38% reduction in the number of Ly6G+ rod-shaped cells, but no significant change 

regarding the subpopulation of CD3+ rod-shaped cells (Figure 5c) or the total population of 

CD3+ cells (isotype antibody, 875 ± 183/mm3; anti-CXCLl antibody, 971 ± 193/mm3). 
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Also reduced was the population of Ly6G^ rounded granulocytes (Figure 5c), which was > 

4 times greater than that found in mice treated with bacterialtoxins and included not only 

intraluminal, but also intraparenchymal cells (Figure 5d). Overall, this last series of 

experiments demonstrates that CXCLl plays an important role in different 

neuroinflammatory conditions by promoting granulocyte adhesion to the cerebral 

microvasculature. 
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3.6 : Discussion 

As growing evidence suggests that granulocytes contribute to EAE and perhaps 

multiple sclerosis, there is high interest in understanding how these cells are recruited in the 

CNS. While the cytokines and adhesion molecules involved in this recruitment have started 

to be identified (e.g., IL-6, IL-ip, TNF, ICAM1, Macl) [17,21], the required chemokine 

was undetermined prior to the present study. Our results reveal that CXCLl is a major 

CXCR2 ligand upregulated in cerebral endothelial cells at least by IL-6 in different 

inflammatory conditions. They also show that CXCLl plays an essential, non-redundant 

role in the recruitment of granulocytes by promoting their adhesion to capillaries. Finally, 

and as discussed below, our results not only help to understand the mechanism of action of 

PTX and the importance of granulocytes in E.AE, but provide a pre-clinical validation for 

the use ofCXCLl inhibitors for the treatment of neuroinflammatory disorders. 

Mechanism of action of PTX 

To induce EAE, the most studied animal model of multiple sclerosis, mice 

immunized with myelin antigens or transplanted with myelin-reactive T cells are 

commonly injected with PTX, a multimeric protein produced by the bacteria causing 

whooping cough and used as an adjuvant to increase EAE incidence and severity [31,41]. 

The mechanism by which PTX promotes EAE is still not fully understood and seems 

paradoxical considering its ability to block leukocyte migration by interfering with G 

protein-coupled receptor signaling [42]. We have recently published evidence that PTX 

increases endothelial adhesiveness indirectly through circulating mediators such as IL-6 

[17]. The latter induces ICAM1 expression in brain capillaries by acting post-

transcriptionally, leading to the recruitment of leukocytes capable of patrolling the 

cerebrospinal vasculature by crawling on its luminal surface. As illustrated in Figure 6, the 

present study extends this concept by demonstrating that IL-6 is also responsible for the 

upregulation of a chemokine that promotes granulocyte adhesion and EAE development, 

this time by acting transcriptionally. To complete our model, it will now be interesting to 

identify the chemoattractant that informs granulocytes on where to penetrate the CNS 
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parenchyma, as well as to delineate the mechanism sensing PTX and initiating this entire 

inflammatory cascade. 

Importance of granulocytes and the CXCL1-CXCR2 axis in EAE 

Although a beneficial role of CXCL1 and granulocytes may be drawn from a study 

showing that forced overexpression of CXCL 1 in astrocytes decreases the severity of EAE 

[43], many studies in which CXCR2 was neutralized or granulocytes were depleted actually 

suggest the opposite [12,18-20]. In agreement with the latter studies, we show here that the 

number of adherent granulocytes and the severity of EAE were reduced in mice treated 

with an anti-CXCLl antibody during the effector phase of the disease, suggesting that 

CXCLl significantly contributes to EAE by promoting granulocyte recruitment. As 

recently reviewed [44], granulocytes may play different roles in EAE, such as the secretion 

of immunoregulatory molecules that would sustain the activity/ recruitment of other 

immune cells and the execution of effector functions that would damage the myelin sheath. 

It will be important in future work to test these possibilities, but this will require the 

development of new granulocyte-specific genetic mouse models. 

CXCLl as a potential therapeutic target 

Genetic deletion or pharmacological blockade of CXCR2 has been shown to inhibit 

EAE [12,19,20]. Considering that CXCR2 can bind to several ligands, one can predict that 

blocking this receptor would be less specific and more immunocompromising than 

blocking CXCLl. It may thus be advantageous to develop CXCLl inhibitors that would 

allow the action of the other CXCR2 ligands, which might be significantly produced under 

various conditions. The present study supports the latter approach by showing that an anti-

CXCLl antibody can improve the clinical symptoms of EAE, although the improvement 

we observed was lower than that obtained in other laboratories by targeting CXCR2 

[12,19]. Different reasons might explain the lower effectiveness of our anti-CXCLl 

treatment, such as the use of a non-optimal dose or frequency of injection, and a loss of 

activity over time due to the establishment of an anti-drug immune response. 

Developmental research should be considered to optimize the therapeutic use of anti-

CXCLl antibodies and to determine whether other anti- CXCLl inhibitors could be 
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advantageous. Furthermore, the importance of examining whether blocking CXCLl would 

be safe in the long term and efficient in all types of EAE and multiple sclerosis is 

underscored by the observations that CXCL 1 influences the biology of myelinating cells 

[45-48] and that both CXCLl expression and neutrophil infiltration are higher during Thl7 

ceilmediated EAE compared to Thl cell-mediated EAE [12,13]. 
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3.7 : Conclusion 

This study highlights the importance ofthe CXCLl- CXCR2 axis in the recruitment 

of granulocytes at the blood-brain interface and in the development of EAE. The challenges 

are now to determine whether other CXCR2 ligands exert a significant influence on these 

processes despite lower expression levels, to elucidate the precise functions of granulocytes 

in demyelinating diseases, and to translate this knowledge into new therapeutic strategies 

for multiple sclerosis. 



98 

3.8 : Acknowledgements 

This work was supported by grants from the Multiple Sclerosis Society of Canada 

(MSSC) and the Natural Sciences and Engineering Research Council of Canada (NSERC). 

LV received a Chercheur-Boursier Senior award from the Fonds de la Recherche en Santé 

du Québec. MR and JFR received doctoral fellowships from the NSERC and MSSC. 

We thank Pierrot Tremblay, Marie-Josée Beaudet, and Nadia Fortin for technical 

assistance. 



99 

3.9 : References 

1. Goverman J: Autoimmune T cell responses in the central nervous system. Nat Rev 
Immunol 2009, 9:393-407. 

2. King IL, Dickendesher TL, Segal BM: Circulating Ly-6C+ myeloid 
precursorsmigrate to the CNS and play a pathogenic role during autoimmune 
demyelinating disease. Blood 2009, 113:3190-3197. 

3. Serafini B, Rosicarelli B, Magliozzi R, et al: Dendritic cells in multiplesclerosis 
lesions: maturation stage, myelin uptake, and interaction with proliferating T cells. J 
Neuropathol Exp Neurol 2006, 65:124-141. 

4. Fischer HG, Reichmann G: Brain dendritic cells and macrophages/microglia in 
central nervous system inflammation. J Immunol 2001,166:2717-2726. 

5. Serafini B, Columba-Cabezas S, Di Rosa F, Aloisi F: Intracerebral recruitmentand 
maturation of dendritic cells in the onset and progression ofexperimental 
autoimmune encephalomyelitis. Am J Pathol 2000, 157:1991-2002. 

6. Tran EH, Hoekstra K, van Rooijen N, Dijkstra CD, Owens T: Immune invasionof 
the central nervous system parenchyma and experimental allergic 
encephalomyelitis, but not leukocyte extravasation from blood, are prevented in 
macrophage-depleted mice. J Immunol 1998, 161:3767-3775. 

7. Heppner FL, Greter M, Marino D, et al: Experimental autoimmune 
encephalomyelitis repressed by microglial paralysis. Nat Med2005, 11:146-152. 

8. Maatta JA, Sjoholm UR, Nygardas PT, Salmi AA, Hinkkanen AE: Neutrophils 
secreting tumor necrosis factor alpha infiltrate the central nervous system of 
BALB/c mice with experimental autoimmune encephalomyelitis. J Neuroimmunol 
1998,90:162-175. 

9. Reiseter BS, Miller GT, Happ MP, Kasaian MT: Treatment of murine experimental 
autoimmune encephalomyelitis with a myelin basic protein peptide analog alters the 
cellular composition of leukocytes infiltrating the cerebrospinal fluid. J 
Neuroimmunol 1998, 91:156-170. 

10. Tran EH, Prince EN, Owens T: IFN-gamma shapes immune invasion ofthe central 
nervous system via regulation of chemokines. J Immunol 2000, 164:2759-2768. 

11. Reddy J, Waldner H, Zhang X, et al: Cutting edge: CD4+CD25+ regulatory T cells 
contribute to gender differences in susceptibility to experimental autoimmune 
encephalomyelitis. J Immunol 2005, 175:5591-5595. 

12. Carlson T, Kroenke M, Rao P, Lane TE, Segal B: The TM7-ELR+ CXC chemokine 
pathway is essential for the development of central nervous system autoimmune 
disease. J Exp Med 2008, 205:811-823. 

13. Kroenke MA, Carlson TJ, Andjelkovic AV, Segal BM: IL-12- and IL-23-
modulated T cells induce distinct types of EAE based on histology, CNS chemokine 
profile, and response to cytokine inhibition. J Exp Med 2008, 205:1535-1541. 

14. Soulika AM, Lee E, McCauley E, Miers L, Bannerman P, Pleasure D: Initiation and 
progression of axonopathy in experimental autoimmune encephalomyelitis. J 
Neurosci 2009, 29:14965-14979. 

15. Wu F, Cao W, Yang Y, Liu A: Extensive infiltration of neutrophils in the acute 



100 

phase of experimental autoimmune encephalomyelitis in C57BL/6 mice. Histochem 
Cell Biol 2010,133:313-322. 

16. Kang Z, Altuntas CZ, Gulen MF, et al: Astrocyte-restricted ablation of interleukin-
17-induced Acti-mediated signaling amelioratesautoimmune encephalomyelitis. 
Immunity 2010, 32:414-425. 

17. Richard JF, Roy M, Audoy-Remus J, Tremblay P, Vallières L: Crawling phagocytes 
recruited in the brain vasculature after pertussis toxin exposure through IL6, 
ICAM1, and ITGaM. Brain Pathol 2011, 21:661-671. 

18. McColl SR, Staykova MA, Wozniak A, Fordham S, Bruce J, Willenborg DO: 
Treatment with anti-granulocyte antibodies inhibits the effector phase of 
experimental autoimmune encephalomyelitis. J Immunol 1998,161:6421-6426. 

19. Kerstetter AE, Padovani-Claudio DA, Bai L, Miller RH: Inhibition of CXCR2 
signaling promotes recovery in models of multiple sclerosis. Exp Neurol 2009, 
220:44-56. 

20. Liu L, Darnall L, Hu T, Choi K, Lane TE, Ransohoff RM: Myelin repair is 
accelerated by inactivating CXCR2 on nonhematopoietic cells. J Neurosci 2010, 
30:9074-9083. 

21. Audoy-Remus J, Richard JF, Soulet D, Zhou H, Kubes P, Vallières L: Rod- Shaped 
monocytes patrol the brain vasculature and give rise to perivascular macrophages 
under the influence of proinflammatory cytokines and angiopoietin-2. J Neurosci 
2008,28:10187-10199. 

22. Vallières L, Sawchenko PE: Bone marrow-derived cells that populate the adult 
mouse brain preserve their hematopoietic identity. J Neurosci 2003, 23:5197-5207. 

23. Borregaard N: Neutrophils, from marrow to microbes. Immunity 2010, 33:657-670. 
24. Zhou H, Andonegui G, Wong CH, Kubes P: Role of endothelial TLR4 for 

neutrophil recruitment into central nervous system microvessels in systemic 
inflammation. J Immunol 2009, 183:5244-5250. 

25. Kielian T, Barry B, Hickey WF: CXC chemokine receptor-2 ligands are required 
for neutrophil-mediated host defense in experimental brain abscesses. J Immunol 
2001,166:4634-4643. 

26. Rossi D, Zlotnik A: The biology of chemokines and their receptors. Annu Rev 
Immunol 2000, 18:217-242. 

27. Rossi DL, Hurst SD, Xu Y, et al: Lungkine, a novel CXC chemokine, specifically 
expressed by lung bronchoepithelial cells. J Immunol 1999, 162:5490-5497. 

28. Godiska R, Chantry D, Dietsch GN, Gray PW: Chemokine expression in murine 
experimental allergic encephalomyelitis. J Neuroimmunol 1995, 58:167-176. 

29. Glabinski AR, Tani M, Strieter RM, Tuohy VK, Ransohoff RM: Synchronous 
synthesis of alpha- and beta-chemokines by cells of diverse lineage in the central 
nervous system of mice with relapses of chronic experimental autoimmune 
encephalomyelitis. Am J Pathol 1997, 150:617-630. 

30. Glabinski AR, Tuohy VK, Ransohoff RM: Expression of chemokines RANTES, 
MIP-1 alpha and GRO-alpha correlates with inflammation in acute experimental 
autoimmune encephalomyelitis. Neuroimmunomodulation 1998, 5:166-171. 

31. Stromnes IM, Goverman JM: Active induction of experimental allergic 
encephalomyelitis. Nat Protoc 2006, 1:1810-1819. 

32. Gijbels K, Brocke S, Abrams JS, Steinman L: Administration of neutralizing 
antibodies to interleukin-6 (IL-6) reduces experimental autoimmune 



101 

encephalomyelitis and is associated with elevated levels of IL-6 bioactivity in 
central nervous system and circulation. Mol Med 1995, 1:795-805. 

33. Samoilova EB, Horton JL, Hilliard B, Liu TS, Chen Y: IL-6-deficient mice are 
resistant to experimental autoimmune encephalomyelitis: roles of IL-6 in the 
activation and differentiation of autoreactive T cells. J Immunol 1998, 161:6480-
6486. 

34. Okuda Y, Sakoda S, Bernard CC, et al: IL-6-deficient mice are resistant to the 
induction of experimental autoimmune encephalomyelitis provoked by myelin 
oligodendrocyte glycoprotein. Int Immunol 1998, 10:703-708. 

35. Eugster HP, Frei K, Kopf M, Lassmann H, Fontana A: IL-6-deficient mice resist 
myelin oligodendrocyte glycoprotein-induced autoimmune 
encephalomyelitis. Eur J Immunol 1998, 28:2178-2187. 

36. Okuda Y, Sakoda S, Fujimura H, Saeki Y, Kishimoto T, Yanagihara T: IL-6 plays a 
crucial role in the induction phase of myelin oligodendrocyte glucoprotein 35-55 
induced experimental autoimmune encephalomyelitis. J Neuroimmunol 1999, 
101:188-196. 

37. Luu-The V, Paquet N, Calvo E, Cumps J: Improved real-time RT-PCR method for 
high-throughput measurements using second derivative calculation and double 
correction. Biotechniques 2005, 38:287-293. 

38. Villeneuve J, Tremblay P, Vallières L: Tumor necrosis factor reduces brain tumor 
growth by enhancing macrophage recruitment and microcyst formation. Cancer Res 
2005, 65:3928-3936. 

39. Bouchard C, Page J, Bedard A, Tremblay P, Vallières L: G protein-coupled 
receptor 84, a microglia-associated protein expressed in neuroinflammatory 
conditions. Glia 2007, 55:790-800. 

40. Starr R, Willson TA, Viney EM, et al: A family of cytokine-inducible inhibitors of 
signalling. Nature 1997, 387:917-921. 

41. Stromnes IM, Goverman JM: Passive induction of experimental allergic 
encephalomyelitis. Nat Protoc 2006, 1:1952-1960. 

42. Carbonetti NH: Pertussis toxin and adenylate cyclase toxin: key virulence 
factors of Bordetella pertussis and cell biology tools. Future Microbiol 
2010, 5:455-469. 

43. Omari KM, Lutz SE, Santambrogio L, Lira SA, Raine CS: Neuroprotection 
and remyelination after autoimmune demyelination in mice that 
inducibly overexpress CXCLl. Am J Pathol 2009, 174:164-176. 

44. Mantovani A, Cassatella MA, Costantini C, Jaillon S: Neutrophils in the activation 
and regulation of innate and adaptive immunity. Nat Rev Immunol 2011, 11:519-
531. 

45. Robinson S, Tani M, Strieter RM, Ransohoff RM, Miller RH: The chemokine 
growth-regulated oncogene-alpha promotes spinal cord 
oligodendrocyte precursor proliferation. J Neurosci 1998, 18:10457-10463. 

46. Tsai HH, Frost E, To V, et al: The chemokine receptor CXCR2 controls positioning 
of oligodendrocyte precursors in developing spinal cord by 
arresting their migration. Cell 2002,110:373-383. 

47. Filipovic R, Zecevic N: The effect of CXCLl on human fetal oligodendrocyte 
progenitor cells. Glia 2008, 56:1-15. 

48. Hosking MP, Tirotta E, Ransohoff RM, Lane TE: CXCR2 signaling protects 



102 

oligodendrocytes and restricts demyelination in a mouse model of viralinduced 
demyelination. PLoS One 2010, 5:el 1340. 



103 

3.10 : Figure legends 

Figure 1. Upregulation ofCXCR2 ligands in the brain after exposure to bacterial toxins. 

a, Quantification of the mRNAs encoding each of the CXCR2 ligands by quantitative RT-

PCR using RNA samples prepared from the brains of mice killed 6 h after intraperitoneal 

injection of PBS, PTX (20 pg/kg), or LPS (1 mg/kg). The means were compared with the 

Kruskal-Wallis test (P-values as indicated) followed by post hoc Wilcoxon tests. For the 

weakly expressed genes, the means are indicated in parentheses. * Significantly different 

from the PBS group. A = fold change relative to PBS. n = 5 per group, b, Dark-field 

micrographs showing in situ hybridization signals for CXCLl or CXCL2 mRNA in the 

cerebral cortex of mice treated with PTX or LPS. No signal was detected in control mice 

(PBS). Arrows show clusters of emulsion grains indicating the presence of cells expressing 

the transcripts. Scale bar =100 pm. c, Double labeling for CXCLl mRNA (black grains, in 

situ hybridization) and different cell type-specific markers (red-brown, 

immunohistochemistry) in brain sections from PTX-treated mice. Arrows indicate double 

labeled cells. Arrowheads show examples of immunostained cell bodies negative for 

CXCLl mRNA. *Blood vessel lumen. Scale bar =10 pm. 

Figure 2. Upregulation of CXCR2 ligands in the brain and spinal cord during EAE. a, 

Quantification of the mRNAs encoding each of the CXCR2 ligands by quantitative RT-

PCR using RNA samples prepared from the brains or spinal cords of mice killed at the 

indicated time intervals after EAE induction (as shown in Additional file 1 : Figure SI, the 

first clinical symptoms were observed on day 8). The means were compared with the 

Kruskal-Wallis test (P-values as indicated) followed by post hoc Wilcoxon tests. 

* Significantly different from day 3. A = fold change relative to day 3. n = 6 (days 3, 6, and 

10), 5 (day 8), or 3 (day 12). b, Dark-field and bright-field micrographs showing in situ 

hybridization signals for CXCLl, CXCL2, or CXCL5 mRNA in the leptomeninges of EAE 

mice killed 6 days after EAE induction. Arrows show clusters of emulsion grains indicating 

the presence of cells expressing the transcripts. Scale bar = 50 pm. c, Double labeling for 
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CXCLl mRNA (black grains, in situ hybridization) and différent cell type-specifc markers 

(red-brown, immunohistochemistry) in brain sections from EAE mice. These images were 

taken at the level of the leptomeninges. Arrows indicate double-labeled cells. Arrowheads 

show examples of immunostained cell bodies 

negative for CXCLl mRNA. Scale bar = 10 pm. 

Figure 3. Regulation ofCXCLl expression by IL-6 in cerebral endothelial cells in vivo and 

in vitro, a, Dark-field micrographs of brain sections collected from IL-6 knockout and wild-

type mice killed 6 h after intraperitoneal injection of PTX (20 pg/kg) and analyzed for 

CXCLl mRNA by in situ hybridization. Positively labeled cells (arrows) are seen only in 

the wild-type mouse (representative of 6 mice per genotype). Scale bar = 50 pm. b, 

Quantification of CXCLl expression by quantitative RT-PCR or ELISA in cultures of 

bEnd.3 cerebral endothelial cells exposed for 3 h to IL-6 (10 ng/ml), soluble IL-6 receptor 

(IL-6Ra, 1 pg/ml), and/or neutralizing anti-IL-6 antibody (40 pg/ml). SOCS3 and ICAM1 

mRNAs were used as a positive or negative control, respectively. The PCR data were 

compared with the Kruskal-Wallis test (P-values as indicated) followed by post hoc 

Wilcoxon tests. The ELISA data were compared using ANOVA (P-value as indicated) 

followed by post hoc Student's t tests. The ELISA data were compared using ANOVA (P-

value as indicated) followed by post hoc Student's t tests. * Significantly different from the 

control group, n = 6 per condition. 

Figure 4. Contribution of the CXCL1-CXCR2 axis to leukocyte adhesion within the 

cerebral vasculature in response to bacterial toxins, a, Micrographs of intravascular 

leukocytes (arrows) with a rod-shaped or rounded morphology in mouse brain sections 

stained for CD45 by immunohistochemistry. Arrowheads = microglial processes. Scale bar 

= 5 pm. b, Counts of CD45+ intravascular leukocytes (rod-shaped and round) in the 

cerebral cortex of mice treated with anti-CXCLl, anti-CXCR2, or isotype antibody (4 

mg/kg), and killed 6 h after intraperitoneal injection of PBS, PTX (20 pg/kg), or LPS (1 

mg/kg). The means were compared using ANOVA (P-values as indicated) followed by post 

hoc Student's t tests. * Significantly different from the corresponding isotype group, n = 6-

10 per group, c, Data from an experiment similar to the one shown in b, except that LPS-
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challenged mice received a higher dose of anti-CXCLl antibody (20 mg/kg instead of 4 

mg/kg) or a combination of anti-CXCLl and anti-CXCL2 antibodies (4 mg/kg each), n = 7 

per group. 

Figure 5. Contribution ofCXCLl to the development of EAE. a, Clinical scores of EAE 

mice injected intravenously once daily from day 7 with 4 mg/kg anti-CXCLl antibody or 

isotypic control antibody. The means were compared by multivariate ANOVA with 

repeated measures (P-value as indicated) followed by post hoc Student's t tests. 

*Significantly different from the isotype group, n = 9-11 per group, b, Micrographs of 

different subsets of leukocytes stained for Ly6G or CD3 by immunohistochemistry in brain 

sections from mice killed 13 days after EAE induction. Scale bar = 5 pm. c, Counts of 

leukocytes in the cerebral cortex of EAE mice treated or not with anti-CXCLl antibody and 

killed at day 13. The means were compared using the Student's / test. *Significantly 

different from the isotype group, n = 9-11 per group, d, Micrographs of granulocytes 

located inside (arrows) or outside (arrowheads) brain capillaries in a EAE mouse. Black = 

Ly6G immunoperoxydase staining using nickel-DAB as a substrate. Red-brown = CD31 

immunoperoxydase staining using DAB as a substrate. Scale bar = 10 pm. 

Figure 6. Mechanism of granulocyte recruitment at the blood-brain interface during PTX 

exposure. The present results, together with those from a previous study [17], allow us to 

propose the following mechanism: 1) PTX induces IL-6 expression in peripheral cells 

through a receptor that remains to be identified; 2) IL-6 travels in the blood and stimulates 

CXCLl expression in endothelial cells by acting transcriptionally; 3) IL-6 also stimulates 

ICAM1 expression by acting post-transcriptionally and in synergy with a second mediator 

acting transcriptionally; 4) granulocytes are activated by the binding ofCXCLl to CXCR2 

and adhere to the endothelium through interaction between Macl and ICAM1. 

SUPPORTING INFORMATION 

Additional file 1 may be found in the online version of this article at : 

http://www.biomedcentral.eom/content/supplementary/l 742-2094-9-18-S1 .TIFF 

http://www.biomedcentral.eom/content/supplementary/l
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Figure SI. Mean clinical scores of EAE mice used in the experiment shown in Figure 1 on 

the day of sacrifice, n = 6 (days 3, 6, and 10), 5 (day 8), or 3 (day 12). 
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Figure 1 : Upregulation ofCXCR2 ligands in the brain after exposure to bacterial toxins. 
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Figure 3 : Regulation ofCXCLl expression by IL-6 in cerebral endothelial cells in vivo 
and in vitro. 
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Figure 6 : Mechanism of granulocyte recruitment at the blood-brain interface during 
PTX exposure. 
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Chapitre 4 : Discussion et conclusion 

Les causes menant au développement des maladies auto-immunes, telles que la 

SEP, sont encore aujourd'hui un mystère. L'une des rares certitude, que nous avons au sujet 

de cette maladie est la participation de l'inflammation [6]. Par contre, même à ce niveau, 

beaucoup de connaissances demeurent à acquérir. En effet, le mécanisme d'initiation du 

processus inflammatoire ainsi que l'influence de l'environnement sur de ce dernier sont 

encore méconnus. La continuité des recherches est donc nécessaire à différents niveaux, 

soit tout d'abord, pour élucider la cause de la maladie, c'est-à-dire découvrir ce qui 

déclenche une telle inflammation, puis pour comprendre comment cette dernière progresse 

afin d'identifier des cibles thérapeutiques efficaces. Dans cette thèse de doctorat, nous 

avons donc voulu contribuer à mieux comprendre la mise en place de cette dite 

inflammation. À cette fin, nous avons étudié le mécanisme de recrutement des leucocytes 

bâtonnets, population principalement composée de granulocytes, sous notamment 

l'influence de la PTX et durant l'EAE. Les résultats obtenus ont non seulement amélioré 

notre compréhension de ce mécanisme de recrutement, mais ils ont aussi ajouté des 

informations sur le mode d'action de la PTX, lesquelles suggèrent l'importance de l'apport 

environnemental dans l'EAE. Finalement, ils ont mis en lumière l'importance d'effectuer 

de futures expérimentations sur le rôle potentiel des granulocytes dans la SEP. 

À ce jour, aucune étude n'a démontré que la génétique peut, à elle seule, être 

responsable de la SEP. L'environnement joue donc également un rôle crucial dans 

l'étiologie de cette maladie. Les deux principales causes environnementales suspectées 

d'être impliquées sont l'ensoleillement et l'infection [47, 67]. Dans le cadre de cette 

recherche, nous nous sommes plutôt intéressé au deuxième candidat. En effet, nous croyons 

qu'un système immunitaire déjà stimulé par un signal d'alarme, tel qu'une infection, a plus 

de chance de déclencher un recrutement non nécessaire de cellules inflammatoires dans 

certains organes créant ainsi d'importants dommages à ces derniers. Dans l'EAE, la PTX 

potentialise la maladie et substitue cette infection. La mise en lumière de son mode d'action 

est donc idéale pour étudier l'influence environnementale d'une infection dans la maladie 

d'intérêt. C'est pourquoi, dans cette recherche, le LPS a surtout été utilisé à titre 

comparatif. 
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Tel que mentionné précédemment, le mécanisme d'action de la PTX dans l'EAE 

est encore méconnu. Lors d'études précédentes, il a été démontré que la PTX peut 

accentuer le recrutement de leucocytes dans le SNC. Pour y arriver, non seulement elle peut 

augmenter la perméabilité de la BHE, mais aussi favoriser l'interaction des leucocytes avec 

l'endothélium via l'augmentation de l'expression de la sélectine-P [99, 100]. Dans le cadre 

de ce travail, nous avons établi que son rôle ne s'arrête pas là, puisque nous avons mis en 

lumière que la PTX influence également l'adhésion forte des leucocytes, via l'expression 

de gènes importants pour celle-ci (chimiokines et molécules liant les intégrines) et que c'est 

par le déclenchement préalable d'un contexte pro-inflammatoire qu'elle médie cette action. 

Cette dernière information est de la première importance et peut expliquer comment une 

toxine, telle que la PTX, connue pour inhiber la signalisation des protéines G, peut induire 

le recrutement de granulocytes via une chimiokine telle que CXCLl. Ainsi, nous 

démontrons que l'apport environnemental, qui ici correspond à une infection mimée par la 

PTX, peut influencer l'expression de certains gènes et mener au recrutement de leucocytes 

dans le cerveau et ultimement au développement de l'EAE. En effet, en plus d'être 

importants dans l'adhésion leucocytaire, il a été démontré que les gènes influencés par la 

PTX sont exprimés et/ou jouent un rôle dans l'EAE [119, 428, 429, 447]. Alors, selon nos 

résultats, continuer d'étudier le mode d'action de la PTX dans l'inflammation du SNC 

pourrait apporter des informations supplémentaires permettant de mieux comprendre l'EAE 

et la SEP. Les différentes options qui peuvent être explorées sont d'étudier comment la 

PTX influence la suite du recrutement des leucocytes, c'est-à-dire quelle action elle peut 

avoir sur la régulation de gènes importants dans la transmigration, ou encore découvrir 

comment elle initie la mise en place du contexte inflammatoire. Concernant ce dernier 

point, élucider d'où provient cette IL-6 serait une idée intéressante à approfondir. 

De plus en plus d'études tendent à démontrer que les granulocytes pourraient jouer 

un rôle important dans l'EAE et ultimement dans la SEP [74, 78, 119, 120, 498]. Alors, la 

compréhension de leur mécanisme de recrutement pourrait non seulement contribuer à 

développer des cibles thérapeutiques efficaces, mais également aider à caractériser leur 

fonctions exactes dans ces pathologies. C'est donc pour ces raisons que nous avons voulu 

caractériser leur mécanisme de recrutement, et plus précisément étudier l'étape de 

l'adhésion forte de ces cellules dans le cerveau en réponse à la PTX et dans l'EAE. Selon le 
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mécanisme général de recrutement des leucocytes, l'adhésion forte est possible grâce à 

l'interaction d'une intégrine, exprimée sur le leucocyte, avec son ligand, une molécule 

d'adhésion exprimée sur l'endothélium. Il existe deux principales molécules d'adhésion 

connues pour jouer ce rôle (ICAM-1 et VCAM-1) ainsi que quatre intégrines (a4(31, a4|37, 

aL|32 et aM(32) [123]. Par contre, d'autres molécules d'adhésion telles que MadCAM-1, 

qui lie préférenciellement a4f37, peut également être importante dans le recrutement des 

lymphocytes et impliquée dans le développement de maladie telles que l'EAE [499]. Alors, 

la nature du leucocyte a une influence sur l'identité de l'intégrine impliquée. Alors, étant 

donné que les leucocytes bâtonnets sont principalement des granulocytes, il était logique de 

supposer que la principale intégrine responsable de l'adhésion des granulocytes, aM|32, via 

sa liaison avec ICAM-1, est responsable de l'adhésion des leucocytes bâtonnets en réponse 

à la PTX. Par contre, tel que mentionné précédemment, les notions acquises en périphérie 

ne sont pas nécessairement transposables au SNC. Donc, afin de s'assurer d'acquérir le 

maximum d'informations quant aux intégrines et leur ligand dans l'adhésion des leucocytes 

bâtonnets, nous avons voulu déterminer quelle était l'implication réelle de chaque candidat 

potentiel. Pour ce faire, nous devions étudier l'expression des deux ligands et le rôle des 

quatres intégrines en réponse à la PTX. Concernant l'expression des molécules sur 

l'endothélium, nos résultats ont démontré que contrairement à VCAM-1, ICAM-1 pouvait 

également être exprimée sur les petits vaisseaux cérébraux. Cette expression différentielle 

est très intéressante, puisque c'est dans les capillaires que les leucocytes bâtonnets sont 

retrouvés [92]. Il est également intéressant de noter que dans l'EAE, ICAM-1 est aussi 

exprimée sur les petits vaisseaux cérébraux juste un peu avant le début de la maladie, 

moment qui précède l'infiltration massive des neutrophiles, alors que VCAM-1 montre 

cette expression un peu après l'apparition des signes cliniques [74, 187]. 

Considérant ce résultat, nous nous sommes concentré sur la régulation d'ICAM-1 en 

réponse à la PTX. Les principales cytokines connues pour réguler l'expression de cette 

molécule sont lTL-ip, le TNF et l'IFN-y [384, 389]. Toutefois, telle que présenté dans le 

chapitre 2, dans le laboratoire, il a été démontré qu'aucune expression de ces cytokines 

n'est augmentée dans le cerveau en réponse à la PTX. En effet, 1TL-6 est la seule cytokine 

étudiée qui est régulée par la PTX et son absence diminue grandement le recrutement des 



116 

leucocytes bâtonnets [497]. Alors, nous avons voulu savoir si cette cytokine joue son rôle 

en contrôlant, entre autre, l'expression d'ICAM-1. Au niveau transcriptionnel, 1TL-6 n'est 

pas le médiateur inflammatoire impliqué dans la régulation d'ICAM-1. Par contre, elle est 

bien importante dans la traduction de cette molécule d'adhésion. Ce résultat est très 

intéressant, car bien que la régulation de l'ARNm peut apporter des informations très 

importantes, d'un point de vue physiologique, c'est la protéine qui joue le rôle de se lier 

avec l'intégrine, soit le rôle qui nous intéresse dans la présente recherche. Toutefois, il 

serait pertinent de trouver quel médiateur inflammatoire régule la transcription afin 

d'éclaircir le mécanisme d'action de la PTX au complet. De plus, tel que mentionné, 1TL-6 

n'est pas connue comme l'un des principaux régulateurs d'ICAM-1. En effet, très peu 

d'études ont démontré un tel effet [500-502]. Il y a même une étude in vitro qui a fait la 

preuve que, dans les astrocytes et les microglies en culture, 1TL-6 empêche l'induction de 

l'expression d'ICAM-1 par d'autres cytokines (TNF, IL-ip ou IFN-y) [502]. Nos résultats 

apportent donc des connaissances de premier ordre sur la régulation d'ICAM-1 dans le 

cerveau in vivo et démontre bien l'importance des études in vivo pour arriver à bien 

comprendre un système donné. 

Par la suite, grâce à l'utilisation d'anticorps neutralisants pour chacune des sous-

unités a et P des quatre intégrines importantes dans l'adhésion des leucocytes ainsi que 

celles d'animaux déficients pour ICAM-1, nous avons validé qu'cdVl(32 et ICAM-1 sont 

bien importantes dans l'adhésion des granulocytes à la vasculature cérébrale en réponse à la 

PTX. Par contre, l'importance de ces deux molécules n'est pas entièrement la même. En 

effet, aMf32 semble être la seule intégrine responsable de l'adhésion des granulocytes dans 

le cerveau sous l'effet de la PTX, puisque chez les animaux où aM est neutralisée, le 

nombre de leucocytes bâtonnets adhères dans le cerveau est aussi bas que chez les souris 

contrôles. Alors que, chez les animaux déficients pour ICAM-1, la baisse du recrutement 

n'est que partielle. De plus, étant donné que ce résultat a été généré à partir de souris 

ICAM-1", il n'est pas possible que l'incapacité à bloquer complètement l'adhésion soit due 

à une activité résiduelle d'ICAM-1, tel que cela aurait pu être le cas avec un anticorps 

neutralisant. Alors, en réponse à la PTX, un autre ligand d'aMp2 semble coopérer avec 

ICAM-1. En périphérie, une telle complicité a déjà été démontrée avec RAGE [377]. Nous 
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avons donc voulu savoir si cette coopération peut également exister dans le cerveau sous la 

condition à l'étude. Les résultats obtenus supportent encore une fois l'importance d'étudier 

chaque système pour mieux comprendre le recrutement des leucocytes, car dans le cerveau, 

RAGE n'est pas exprimée en réponse à la PTX ou au LPS (annexe II). L'implication de 

d'autres ligands d'aM^2 demeure donc à investiguer. Outre RAGE et ICAM-1, de 

nombreux autres ligands d'aM^2 sont connus. Parmi les candidats potentiels on retrouve 

ICAM-2 [381, 503]. En effet, tout comme ICAM-1, cette molécule d'adhésion est connue 

comme pouvant être exprimée sur l'endothélium et, bien qu'elle ait longtemps été reconnue 

comme peu régulée [504], il a été démontré que certaines souches de bactéries, telles que la 

souche GeHo de la Borrelia, peuvent augmenter son expression [505]. Alors, l'étude de 

l'expression d'ICAM-2 et éventuellement de son rôle en réponse à la PTX serait 

intéressante à réaliser. Si ICAM-2 n'est pas l'autre ligand d'aM|32 pour l'adhésion des 

leucocytes bâtonnets, les héparanes sulfates pourraient alors être considérés. Cependant, 

étant donné que le groupe d'héparanes sulfates comprend plusieurs membres [506-508], il 

serait judicieux de commencer l'étude par l'utilisation d'une héparinase [509, 510]. En 

effet, ce type d'enzyme peut cliver les héparanes sulfates et ainsi empêcher toute liaison 

possible avec leurs récepteurs. Si un tel bris génère une baisse du recrutement des 

leucocytes bâtonnets, il serait ensuite possible de rechercher le meilleur candidat de ce 

groupe avec la même approche expérimentale utilisée dans ce doctorat. 

L'étude fonctionnelle que nous avons effectuée, portant sur les intégrines et leurs 

ligands, a été réalisée uniquement au niveau de la PTX, car l'importance d'aM|32 et 

d'ICAM-1 dans l'EAE était déjà connue. En effet, il a été établi que l'absence ou la 

neutralisation de l'une ou l'autre de ces molécules peut retarder ou diminuer la maladie 

[195, 447, 449, 455]. Par contre, d'un point de vue thérapeutique, on peut supposer que 

cibler ces molécules ne serait pas un outil stratégiquement parfait. En effet, leur absence ou 

la neutralisation peut affecter d'autres leucocytes tels que les lymphocytes T [428, 447, 

455]. Alors, bloquer aM|32 ou d'ICAM-1 dans l'EAE ne serait pas spécifique aux 

granulocytes et pourrait avoir des effets indésirables. De plus, par leur non spécifité pour 

les granulocytes, il ne nous est pas non plus possible de les utiliser pour étudier le rôle des 

granulocytes dans l'EAE. Également, dans un autre modèle animal de la SEP mentionné 
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précédemment, le virus de Theiler, l'expression d'ctM|32 et d'ICAM-1 est augmentée 

durant la maladie et la neutralisation d'aMftè augmente la capacité au virus de se répliquer, 

ce qui démontre bien le rôle important d'une telle intégrine dans la défense de l'organisme 

lors d'une infection [511, 512]. Toutes ces constatations peuvent mener à la question: 

quelle était l'intérêt d'identifier ciM|32 et ICAM-1 comme étant responsable de l'adhésion 

des granulocytes en réponse à la PTX si l'on ne peut les utiliser pour étudier le rôle des 

granulocytes ou pour développer des cibles thérapeutiques? En fait, tel que mentionné 

précédement, les molécules impliquées dans le mécanisme de recrutement des leucocytes 

peuvent varier selon le type de leucocytes, le stimulus et le tissu. Alors, même si les 

leucocytes bâtonnets sont majoritairement des granulocytes, il s'avérait nécessaire de 

confirmer qu'aM|32 est l'intégrine responsable de l'adhésion des leucocytes bâtonnets. En 

effet, s'il s'était avéré que ce soit une autre intégrine moins caractérisée dans l'EAE, on 

aurait pu l'utiliser aux fins mentionnées précédemment. De plus, son identification ainsi 

que celle d'ICAM-1 a permis d'identifier l'une des fonctions de 1TL-6, soit de réguler 

1TCAM-1 uniquement au niveau post-transcriptionnel et aussi d'éclaircir le mode d'action 

de la PTX. Finalement, grâce à la mise en lumière de l'importance du rôle d'ctM|32 dans 

cette adhésion, nous avons démontré qu'elle peut interagir avec un ligand autre quTCAM-1 

ou RAGE pour médier l'adhésion des granulocytes. La découverte de ce ligand pourrait 

donc s'avérer être important pour étudier le rôle de ces cellules dans l'EAE ou encore 

développer une cible thérapeutique, car celui-ci pourrait peut-être avoir une plus grande 

spécificité leucocytaire. De plus, si l'on se concentre davantage sur le mécanisme d'action 

de la PTX, on pourrait faire d'autres analyses avec cet autre ligand. Par exemple, on 

pourrait déterminer si en réponse à la PTX, ce ligand et/ou ICAM-1 influence la 

perméabilité de la BHE, tel que cela a déjà été démontré avec une autre molécule impliquée 

dans le recrutement des leucocytes, la sélectine-P [100]. Alors, bien qu'on ne peut 

directement utiliser ctM|32 ou ICAM-1 pour guérir ou mieux comprendre l'EAE et la SEP, 

leur identification permet d'orienter de futures recherches qui elles pourraient mener à ces 

développements. Il s'agit donc de contributions très importantes. 

Concernant les chimiokines, nous avons justement voulu orienter nos travaux envers 

une molécule qui serait non seulement plus spécifique aux granulocytes, mais en plus 
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qu'elle ne bloquerait pas l'adhésion de toutes ces cellules. En effet, bien que récemment il a 

été démontré que le récepteur des chimiokines responsable de l'adhésion des granulocytes, 

CXCR2, est important dans le développement de l'EAE [119, 356], nous croyons que par 

l'importance des granulocytes dans la réponse immunitaire innée, cibler ce récepteur à des 

fins thérapeutiques pourrait avoir des conséquences indésirables importantes. C'est 

pourquoi nous avons émis l'hypothèse que bloquer uniquement l'une des chimiokines liant 

CXCR2 pourrait empêcher l'adhésion non désirable des granulocytes dans certaines 

circonstances sans toutefois compremettre leur recrutement dans d'autres situations ou par 

d'autres ligands de CXCR2 lorsque nécessaire. L'expression de CXCLl et CXCL2 avait 

déjà été étudiée dans l'EAE et il avait été démontré qu'elle semble corréler avec les signes 

cliniques de la maladie [265, 266, 299, 300]. Pour notre part, l'étude de l'expression de 

tous les ligands murins de CXCR2, nous a démontré que CXCLl est la candidate idéale 

pour être responsable de l'adhésion des granulocytes en réponse à la PTX et dans l'EAE. 

En effet, en plus d'être la chimiokine la plus exprimée dans ces conditions, elle est 

exprimée sur l'endothélium, ce qui concorde avec l'idée qu'elle est importante dans 

l'activation du leucocyte préalablement capturé. De plus, son expression temporelle aussi 

supporte son rôle dans l'adhésion des granulocytes. En effet, bien que celle-ci ait été 

analysée selon les jours post-immunisations et non en fonction du score des animaux, nous 

pouvons quand même suggérer qu'elle semble précéder un peu l'infiltration des 

granulocytes. En effet, son expression augmente significativement à partir du jour 6, 

moment où normalement nous n'avons pas de signes cliniques et où le nombre de 

granulocytes infiltrés est très faible, surtout à comparer au pic de la maladie [74, 119]. À la 

lumière de tous ces résultats, nous avons poursuivi nos analyses en nous concentrant sur 

cette chimiokine. 

Considérant les résultats précédents concernant l'implication de 1TL-6 dans le 

recrutement des leucocytes bâtonnets et dans la régulation d'ICAM-1, nous avons vérifié si 

cette cytokine influence aussi CXCLl. Notre étude a démontré pour la première fois, 

particulièrement dans le cerveau et in vivo, que 1TL-6 peut réguler positivement 

l'expression de CXCLl. De plus, cette stimulation de CXCLl par 1TL-6 ne se situe pas 

uniquement au niveau de la traduction comme pour ICAM-1, mais bien au niveau de la 

transcription. Nos travaux nous ont aussi montré que c'est par son effet direct sur 
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l'endothélium que 1TL-6 régule CXCLl. Ce résultat est de la première importance et peut 

expliquer, tel que mentionné précédemment, comment la toxine PTX, connue pour 

interférer avec la signalisation des protéines G, peut accroître le recrutement de 

granulocytes en stimulant une chimiokine au lieu de bloquer son signal. En effet, la PTX 

induit l'expression de CXCLl via la stimulation d'un autre médiateur, qui lui agit sur 

l'endothélium, et dans ce cas ci, il s'agit de l'IL-6. 

Concernant les études fonctionnelles, nous avons, grâce à l'utilisation d'anticorps 

neutralisants, démontré que CXCLl et CXCR2 sont tous deux importants dans l'adhésion 

des granulocytes à la vasculature cérébrale en réponse à la PTX et au LPS. Par la suite, 

nous avons entrepris de caractériser le rôle de CXCLl dans l'EAE. Le suivi quotidien des 

animaux a permis de démontrer que CXCLl est importante dans l'initiation et dans le 

développement de la maladie, puisque les animaux où CXCLl est neutralisée sont moins 

malades que les animaux contrôles. D'un point de vue histologique, tel qu'attendu, le 

nombre de granulocytes adhères à la vasculature cérébrale est diminué chez les animaux où 

CXCLl est bloquée. On note également une baisse des granulocytes ayant une morphologie 

ronde, lesquels représentent des granulocytes infiltrés et intra-vasculaires. Etant donné que 

nous avons déjà démontré que dans l'EAE certains leucocytes bâtonnets sont des cellules 

T, nous avons vérifié si CXCLl influence l'adhésion de ces dernières. Nos résultats 

indiquent que CXCLl a un effet uniquement sur l'adhésion des granulocytes. Cette 

dernière information est primordiale et révèle deux notions importantes. Tout d'abord, on 

assure, contrairement à d'autres molécules impliquées dans l'adhésion, une spécificité 

leucocytaire de CXCLl. De plus, on démontre qu'il est très important de caractériser le 

mécanisme de recrutement de chaque type de leucocyte dans chaque système. Cette 

dernière idée est d'ailleurs supportée par une autre étude effectuée sur des leucocytes 

patrouillant la vasculature du derme et où la population ciblée est cette fois-ci des 

monocytes. En effet, c'est le récepteur de CX3CL1 et l'intégrine aL[32 qui sont impliqués 

dans le recrutement de ces cellules, et non pas CXCLl et aMp2 [513]. D'ailleurs, le rôle du 

récepteur de CX3CL1 a été analysé dans le cadre de ce doctorat, au moment où la nature 

des leucocytes bâtonnets cérébraux recrutés en conditions inflammatoires était incertaine, et 

CX3CR1 n'a aucun effet sur l'adhésion de ces cellules, tant en réponse au LPS qu'à la PTX 

(annexe I). 
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Nos résultats ont mis en lumière l'importance d'étudier chaque système et chaque 

type de leucocytes, apporté de nouvelles connaissances sur le mécanisme d'action de la 

PTX et finalement corrèlent avec le rôle du récepteur CXCR2 dans l'EAE. De plus, ils 

amorcent notre compréhension du rôle des chimiokines recrutant les granulocytes lors 

d'infections. En effet, leur rôle en réponse à l'agent substituant l'infection dans l'EAE et 

utilisé dans cette étude n'était pas connu. De plus, dans l'autre modèle animal de la SEP 

étudiant le rôle des infections, le virus de Theiler, il avait seulement été démontré que 

CXCL2 peut être exprimée sur les astrocytes sans y avoir encore appronfie le rôle [514, 

515]. Cependant, malgré toutes ces nouvelles informations, ils soulèvent également des 

questionnements. Par exemple, dans l'EAE, est-ce que le rôle de CXCLl dans le cerveau 

est également observé dans la moelle épinière? En effet, dans l'EAE, la moelle épinière est 

bien reconnue comme étant une cible importante de l'inflammation [80, 516, 517]. Alors, il 

serait intéressant de vérifier si CXCLl et les granulocytes sont importants à ce niveau, car 

nous avons également démontré que CXCLl est aussi exprimée dans la moelle durant 

l'EAE. Bien entendu, cela n'enlève pas l'importance d'avoir étudié le rôle de CXCLl et 

des granulocytes dans le cerveau. En effet, dans certaines conditions, telles que lorsque le 

récepteur de IFN-y est absent, ou encore chez certaines espèces animales, le cerveau est 

également très touché par l'inflammation. De plus, et encore plus important, dans la SEP, 

c'est une région pouvant être très affectée [6, 517, 518]. Il ne faut donc pas négliger les 

études à ce niveau. 

Afin de déterminer si CXCLl peut être une bonne cible thérapeutique, d'autres 

points sont importants à considérer, tels que la possibilité qu'un autre ligand de CXCR2 

vienne à compenser l'absence de CXCLl. En effet, nous avons démontré que ses autres 

ligands peuvent être exprimés dans l'EAE. Alors, afin de s'assurer que notre traitement 

n'est pas compensé, il faudrait soit continuer le traitement plus longtemps et comparer 

l'expression des autres chimiokines liants CXCR2 à celle obtenue chez des animaux 

contrôles ou encore étudier si leur expression varie à comparer à celles d'animaux 

déficients pour CXCLl. De plus, nous avons effectué la neutralisation de CXCLl au début 

de la maladie. Alors, afin de savoir si CXCLl peut être utilisée pour un traitement, il 

faudrait s'assurer que l'effet protecteur obtenu dans cette recherche est également observé 

lorsqu'on bloque CXCLl à d'autres moments de la maladie. En effet, il a été suggéré que 
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CXCLl est importante dans la remyélinisation, mais durant l'étude en question, ils ont 

démontré un effet bénéfique de CXCLl lorsque surexprimé sur les astrocytes, alors que 

durant mes travaux, j 'ai démontré que dans l'EAE cela n'est pas le cas [303, 519]. 

D'ailleurs, concernant le sujet de la remyélinisation ou encore de la démyélinisation, il 

serait très intéressant d'approfondir le rôle des différents ligands de CXCR2 dans ce 

processus. En effet, il a été démontré que dans divers modèles de démyélinisation, soit par 

l'utilisation de la cuprizone, de la lysophosphatidylcholine ou encore durant l'EAE, la 

neutralisation de CXCR2 diminue la démyélinisation et favorise la remyélisation [356, 

519]. De plus, il a été montré que cet effet est observé lorsque CXCR2 est absent des 

cellules non-hématopoïétiques. Alors, il serait important de vérifier si CXCLl est 

importante uniquement pour l'adhésion des granulocytes au début de la maladie et si plus 

tard c'est un autre ligand de CXCR2 qui joue un rôle néfaste dans la démyélinisation [520]. 

Afin d'arriver à répondre à cette interrogation, il faudrait neutraliser CXCLl après le début 

des signes cliniques et regarder, surtout dans le moelle, lieu de prédilection de la 

démyélinisation dans l'EAE, si on note une diminution de démyélinisation. Si tel est le cas, 

il faudrait également vérifier si c'est dû à une baisse du recrutement des granulocytes. Si 

l'on ne note pas d'effet de CXCLl, il faudrait vérifier le rôle de CXCL2. 

Tel que mentionné dans le premier chapitre de cette thèse, il a longtemps été 

reconnu que les lymphocytes Thl sont importants dans l'EAE et la SEP. Cependant, 

d'autres découvertes démontrent que les lymphocytes Thl 7 sont également cruciaux dans 

ces pathologies [113, 114]. L'importance de cette population dans l'EAE corrèle d'ailleurs 

avec nos résultats. En effet, non seulement la cytokine que nous avons démontré importante 

lors du recrutement des granulocytes sous le traitement à la PTX, 1TL-6, est importante 

dans le développement des lymphocytes Thl7 [75], mais la cytokine produite par les Thl7, 

1TL-17, est un régulateur important de CXCLl [521]. De plus, lors de l'induction de l'EAE 

par transfert adoptif avec des cellules Thl7, une forte expression de CXCLl et une grande 

quantité de granulocyte sont notées dans le SNC de ces souris. Finalement, lorsque 

l'élastase, protease contenue dans les granules des neutrophiles, est bloquée, une 

diminution de la sévérité de la maladie est observée [498]. Ainsi, ces résultats concordent 

donc avec le rôle des granulocytes dans l'EAE. À noter également que les auteurs de cet 

article ont démontré que l'EAE induit avec le tranfert de lymphocytes Thl7 a une forte 
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similitude avec la NMO, maladie démyélinisante humaine décrite précédemment et où les 

granulocytes sont fortement recrutés dans le SNC [498]. 

Finalement, nous avons effectué notre étude chez la souris. Alors, il importe de se 

demander si les résultats obtenus chez l'animal sont intéressants pour les humains. En effet, 

cette chimiokine est très peu caractérisée chez les gens atteints de la SEP. Donc, afin de 

savoir si CXCLl peut être la cible d'un outil thérapeutique, son expression et son rôle 

devrait être approfondie chez l'humain. Par exemple, il serait pertinent d'effectuer une 

étude similaire à celle de Battistini et coll., 2005, mais pour les granulocytes et CXCLl. En 

effet, transférer les granulocytes périphériques de patients atteints de la SEP chez des souris 

et neutraliser CXCLl nous informeraient si CXCLl est importante uniquement chez la 

souris ou aussi chez l'humain et dans la SEP. 

La diminution de l'adhésion des granulocytes par CXCLl diminue la sévérité de la 

maladie. Alors, puisque le rôle des granulocytes dans l'EAE et la SEP est méconnu, il serait 

intéressant d'approfondir nos connaissances à ce sujet, puisque nos résultats soulèvent 

l'idée que les granulocytes sont importants dans cette maladie. CXCLl pourrait d'ailleurs 

être un outil intéressant pour étudier ce rôle. En effet, cette chimiokine diminue l'adhésion 

des granulocytes sans totalement l'éliminer. Ainsi, on peut déplèter efficacement le 

recrutement des granulocytes pour en étudier leur fonction sans mettre en danger la survie 

des animaux via une incapacité de se défendre contre des infections secondaires. 

Concernant ce rôle potentiel des granulocytes dans l'EAE et la SEP, certaines observations 

suggèrent qu'ils pourraient avoir une fonction effectrice ou régulatrice. Tout d'abord, 

concernant la possibilité d'un rôle effecteur, il a été démontré que lors du traitement avec 

l'anti-CXCR2, la perméabilité de la BHE est diminuée [119]. Alors, peut-être que les 

granulocytes via, entre autre, leurs enzymes libérées lors d'une potentielle dégranulation, 

peuvent détruire la BHE. Cette idée est d'ailleurs supportée par le fait que les granulocytes 

dans l'EAE sont responsables de la production de la MMP-8 [522]. Alors, il serait 

intéressant de vérifier si lorsqu'on diminue l'adhésion d'un assez grand nombre de 

granulocytes pour réduire la sévérité de la maladie sans compromettre la défense de 

l'organisme, tel qu'avec un anti-CXCLl, on note une diminution de sécrétion de différentes 

proteinases telles que des MMP. Si c'est le cas, il faudrait vérifier si l'intégrité de la BHE 
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est également changée. Ainsi, on pourrait savoir si les granulocytes affectent la BHE par la 

sécrétion d'enzymes. Aussi, il est possible qu'ils exercent leur rôle un peu comme les 

monocytes, soit en phagocytant la myéline. Au sujet d'une fonction plutôt régulatrice, il est 

probable que les granulocytes influencent le recrutement de d'autres leucocytes tels que les 

monocytes, car bien que dans notre modèle, le recrutement des lymphocytes n'est pas 

affecté, celui des monocytes peut peut-être l'être. En effet, chez les souris BALB/c 

souffrant d'EAE, les granulocytes peuvent exprimer des chimiokines importantes dans le 

recrutement des monocytes telles que CCL2 et CCL3 [265]. De plus, lors de traitement au 

LPS, les granulocytes peuvent exprimer dans le cerveau l'IL-lp, la CCL2 et l'aMp2 [523]. 

La neutralisation de CXCLl serait, dans ce cas-ci, probablement un bon outil pour tester 

cette hypothèse, puisque l'on pourrait vérifier si l'expression de chimiokines importantes 

dans le recrutement des monocytes, telles que CCL2, est dimimuée lors d'une baisse 

d'adhésion des granulocytes. De plus, le compte des monocytes serait également une façon 

de tester cette hypothèse. Plusieurs rôles sont donc envisageables et il reste à découvrir 

lequel est réel. 

En conclusion, dans cette étude, nous avons contribué à comprendre l'influence de 

la PTX et démontré que, dans l'EAE, sa stimulation de l'inflammation y joue un rôle 

important. De plus, nous avons identifié quelle chimiokine et intégrine médient l'adhésion 

des granulocytes patrouillant la vasculature cérébrale. Des études supplémentaires sont par 

contre nécessaires afin d'identifier tous les ligands d'aMp2 impliqués dans cette adhésion. 

Finalement, nos résultats supportent les autres études démontrant un rôle potentiellement 

important des granulocytes dans l'EAE et la SEP. Identifier ce rôle et finir d'éclaicir le 

mode d'action de la PTX sont les enjeux à poursuivre afin de mieux comprendre la SEP. 
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Annexe 1 : Résultats supplémentaires partie 1 : 
Expression et rôle de CCRl, CCR2 et CX3CR1 ainsi que 

de leurs ligands en réponse au LPS ou à la PTX 
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Figure 1.1 :Expression de CCLS, CCL9 et CCL2 dans le cerveau de souris lors d'une 
endotoxinémie provoquée par le LPS. 

Détection du niveau d'ARNm de CCL5, CCL9 et CCL2 par hybridation in situ six heures 
après l'injection de LPS ou de saline (contrôles). Photos prises à partir d'une coupe 
représentative des résultats obtenus de cinq animaux pour chaque traitement, c'est-à-dire 
que le LPS induit uniquement l' expression de CCL5 et CCL2. 

La méthode utilisée est la même que celle expliquée dans les chapitres 2 et 3 et ne sera 
donc pas décrite une nouvelle fois. 
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Figure 1.2 : Recrutement des leucocytes bâtonnets et ronds chez des animaux de 
souche sauvage ou déficients pour les récepteurs CCRI et CCR2 lors d'une 
endotoxinémie provoquée par le LPS 

Compte des cellules bâtonnets et rondes CD45+ dans le cortex cérébral de souris de souche 
sauvage (WT) ou déficientes ("") pour CCRI ou CCR2 six heures après l'injection de LPS 
ou de saline (contrôles) de sept ou huit animaux par traitement. L'absence des récepteurs 
CCRI ou CCR2 n'influence pas l'adhésion des leucocytes bâtonnets ou ronds lors d'une 
endotoxinémie provoquée par le LPS. 

La méthode utilisée est la même que celle expliquée dans les chapitres 2 et 3 et ne sera 
donc pas décrite une nouvelle fois. 
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Figure 1.3: Expression de CX3CL1 dans le cerveau de souris lors de traitement au 
LPS ou à la PTX 

Détection du niveau d'ARNm de CX3CL1 par hybridation in situ six heures après 
l'injection de LPS, de PTX ou de PBS (contrôles). Photos prises à partir d'une coupe 
représentative des résultats obtenus de cinq animaux pour chaque traitement, c'est-à-dire 
que ni le LPS ni la PTX n'augmente l'expression de CX3CL1. 

La méthode utilisée est la même que celle expliquée dans les chapitres 2 et 3 et ne sera 
donc pas décrite une nouvelle fois. 
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Figure 1.4 : Recrutement des leucocytes bâtonnets et ronds chez des animaux de 
souche sauvage ou déficients pour le récepteur CX3CR1 

Compte des cellules bâtonnets et rondes CD45+ dans le cortex cérébral de souris de souche 
sauvage (+/+) ou déficientes f/*) pour CX3CR1 six heures après l'injection de LPS, de PTX 
ou de PBS (contrôles) de huit animaux par traitement. L'absence du récepteur CX3CR1 
n'influence pas l'adhésion des leucocytes bâtonnets ou ronds lors de traitement au LPS ou à 
la PTX. 

La méthode utilisée est la même que celle expliquée dans les chapitres 2 et 3 et ne sera 
donc pas décrite une nouvelle fois. 
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Annexe II : Résultats supplémentaires partie II : 
Expression du ligand d'aM~2: RAGE, en réponse au 

LPS ou à la PTX 
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Figure 11.1 : Expression de RAGE dans le cerveau de souris lors de traitement au LPS 
ou à la PTX. 

Détection du niveau d' ARNm de RAGE par hybridation in situ six heures après l' injection 
de LPS, de PTX ou de PBS (contrôle). Photos prises à partir d'une coupe représentative des 
résultats obtenus de huit animaux pour chaque traitement, c'est-à-dire que, dans tous les 
traitements, aucun signal n'a été détecté. 

La méthode utilisée est la même que celle expliquée dans les chapitres 2 et 3 et ne sera 
donc pas décrite une nouvelle fois. 


