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RESUME

L’astrocyte joue un role prépondérant dans la
régulation des réponses immunes au sein du systéme
nerveux central. Afin d’analyser les cascades molé-
culaires complexes suspectées de conduire a des
atteintes neuroinflammatoires, nous avons établi in
vitro un modéle d’interaction de lymphocytes T chro-
niquement activés avec des astrocytes humains (Dev-
Ast), des astrocytes et oligodendrocytes de Rat en cul-
ture primaire, ou bien des précurseurs nerveux
multipotents (lignée Dev). Nous montrons que les
astrocytes humains et de Rat ont un profil réactif
aprés contact avec les lymphocytes T activés. Leur
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires est élevée
et se traduit par une augmentation de leur expression
de métalloprotéases (MMP) et d’inhibiteurs endo-
genes spécifiques (TIMP). Ces modulations sont
retrouvées dans les précurseurs nerveux. L altération
du systeme protéolytique MMP/TIMP est associée a
une mort cellulaire induite par le contact lymphocy-
taire. Nous montrons que MMP et TIMP sont impli-
qués dans les cascades de signalisation de mort. Les

lymphocytes T activés induisent une apoptose des
précurseurs nerveux, médiée par Fas et leur sensibi-
lité a ’apoptose est potentialisée par des inhibiteurs
de MMP. Une stabilisation de Fas en surface par une
inhibition de son clivage via des TIMP est suspectée.
Les lymphocytes T activés induisent également
I’apoptose d’oligodendrocytes immatures présents
dans la culture gliale mixte. Cette mort est associée a
une altération du systeme MMP/TIMP dans les astro-
cytes et est médiée par Fas dont I’expression est aug-
mentée sur les oligodendrocytes. Ainsi, le dialogue
établi entre lymphocytes T activés et cellules ner-
veuses induit une cascade moléculaire impliquant les
cytokines pro-inflammatoires et le systéme protéoly-
tique MMP/TIMP. Dans ce dialogue, le relais astro-
cytaire apparait comme crucial dans le processus qui
conduit a la mort de cellules nerveuses. Une altération
du systeme MMP/TIMP détectée chez des patients
développant une atteinte neuroinflammatoire, la myé-
lopathie associée a ’infection par le rétrovirus
HTLV-1, renforce cette hypotheése.

SUMMARY Role of astrocytes in neuroimmune interaction

The astrocyte, the major glial cell in the central
nervous system, may influence many aspects of
inflammation and immune reactivity within the brain.
We have established a model of chronically activated
T lymphocytes, interacting with neural cells of diverse
origin to study the complex immune regulatory sys-
tem suspected to lead to neuroinflammatory diseases.
We show that human astrocytes became reactive fol-
lowing T cell contact, secreting proinflammatory
cytokines, matrix metalloproteinases (MMP) and tis-
sue inhibitors of metalloproteinase (TIMP). The alte-
red MMP/TIMP system was shown to be involved in
deleterious effects displayed by activated T cells
towards human multipotent neural precursors by
controlling their sensitivity to T cell-induced Fas-
mediated apoptosis. MMP/TIMP was suspected to

stabilize Fas at the cell membrane. In a model of
mixed rat glial cells in primary culture (astrocytes,
oligodendrocytes), activated T lymphocytes induced
the collapse of processes and the death of immature
oligodendrocytes. These effects were associated with
upregulation of Fas at the cell surface of oligoden-
drocytes and secretion of MMP and TIMP by astro-
cytes. By amplifying the expression of inflammatory
molecules including the MMP/TIMP system, astro-
cytes appear to be a crucial relay in the deleterious
molecular cascade triggered by activated T lympho-
cytes. Detection of altered MMP/TIMP in patients
suffering from myelopathy associated with retroviral
infection (HTLV-1) strongly suggests its involvement
in the physiopathological process of the disease.
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INTRODUCTION

L’astrocyte, cellule « étoilée » décrite par Ramon y
Cajal en 1913, a récemment acquis son statut de « star »
grace aux progrés en neurobiologie de ces décennies.

Ces cellules gliales émettent de nombreux prolonge-
ments et, par leur intermédiaire, entrent en contact avec
diverses cellules du systeme nerveux central (SNC). Les
astrocytes ne sont donc pas cette « glue soutien de neu-
rone », décrite par Virchow en 1846, mais apparaissent
comme le carrefour obligé entre neurones, oligodendro-
cytes et cellules endothéliales.

Astrocyte et fonction synaptique

Les astrocytes établissent avec les neurones des
contacts étroits au niveau des corps cellulaires et des
dendrites, déterminant ainsi I’environnement neuronal
dont dépendent les fonctions cérébrales. Equipés de
transporteurs (pompes ou échangeurs ioniques, transpor-
teurs de neuromédiateurs), les astrocytes jouent un role
important dans le fonctionnement des synapses (Schous-
boe et al., 1992). Au cours de I’activité neuronale, ils
ajustent en permanence I’homéostasie acido-basique du
milieu extracellulaire. Ils favorisent également I’homéo-
stasie des ions K*, donc optimisent le potentiel d’action
par leur recapture et leur diffusion au sein du réseau
astrocytaire via des jonctions communicantes. Ils jouent
¢galement un role actif dans la recapture du glutamate et
de I’acide y-aminobutyrique (GABA), participant ainsi a
I’inactivation de ces principaux neuromédiateurs, res-
pectivement excitateur et inhibiteur, et a la syntheése de
précurseurs métaboliques du « pool » de ces neurotrans-
metteurs fournis alors aux neurones (Deitmer, 2001). Les
astrocytes ¢tablissent aussi des contacts étroits avec les
cellules endothéliales de la plupart des capillaires. Les
pieds astrocytaires leur permettent de capturer le glu-
cose sanguin afin de le stocker sous forme de glycogene.
L’¢lévation de Iactivité neuronale entraine alors son
métabolisme en lactate, substrat énergétique principal du
neurone fourni par I’astrocyte (Dienel and Hertz, 2001).
Enfin, la présence de récepteurs astrocytaires fonction-
nels pour les neurotransmetteurs libérés par le neurone,
et leur capacité de synthése des neuropeptides, renforcent
I’idée d’une boucle régulatrice entre neurone et astrocyte,
confirmant I’astrocyte dans son rdle de neuromodula-
teur.

Astrocyte et réponse inflammatoire

L’astrocyte a également un rdle d’immunorégulateur,
influencant I’inflammation et la réactivité immune au
sein du SNC. Par sa position stratégique, en communi-
cation étroite avec la microvasculature, ’astrocyte est
une cible privilégiée des cellules immunes qui traversent
la barriere sang/cerveau. Quelle que soit leur spécificité,
les lymphocytes T activés infiltrent en permanence le
SNC et participent a sa surveillance immune (Hickey,
2001). Cet influx est augmenté en condition patholo-

gique (infection, neurodégénération, ischémie...), et
repose sur la synthese locale de chimiokines, en particu-
lier par les astrocytes qui ont la capacité de produire
RANTES, IL-8, MCP-1 et IP10 (Ghazanfari and Ste-
wart, 2001). Le caractere « privilégié » du SNC vis-a-vis
du systéme immunitaire fait que les lymphocytes T infil-
trant le tissu nerveux sont rapidement détruits par un
systeme mettant en jeu le récepteur de mort Fas et son
ligand, FasL, produit par I’astrocyte et le neurone. Chez
les patients développant une atteinte neuroinflammatoire,
en particulier la sclérose en plaques (SEP), le fait que les
lymphocytes T infiltrés dans le SNC soient résistants au
systéme Fas/FasL expliquerait leur persistance au sein du
parenchyme cérébral (Sabelko-Downes et al., 1999).

L’interaction de ces lymphocytes T avec les astrocytes
conditionne leur fonction. A I’image du systéeme immun
périphérique, les lymphocytes T présents dans le SNC
peuvent étre de trois types. De type Thl, les lymphocytes
sécrétent des cytokines pro-inflammatoires TNF-q, inter-
leukine-1 (IL-1), interféron-y (IFN-y), et conduisent a
une activation astrocytaire et microgliale/macrophagique,
entrainant des dommages tissulaires. De type Th2, les
lymphocytes sécretent les interleukines — 4, — 5, et — 10,
inhibant I’inflammation. De type Th3, les lymphocytes
sécretent IL-4 et -10 et/ou TGF-B, inhibant également
I’inflammation. Ces divers types lymphocytaires sont
favorisés par les cytokines présentes dans leur microen-
vironnement, sécrétées notamment par les cellules
gliales. IL-12 et IFN-y facilitent les Thl, IL-4 promeut
les Th2 et inhibe les Thl tandis que IL-4 en absence de
IL-12 promeut les Th3. Les astrocytes produisent IL-1,
IL-6, IL-10, IFN-a, -B, TNF-q, -B, TGF-B en fonction
des signaux extracellulaires regus. De ce fait, les astro-
cytes vont influencer les réponses Thl, pro-inflamma-
toires, versus les réponses Th2 et Th3, anti-inflamma-
toires, au sein du SNC (Dong and Benveniste, 2001).
L’interaction entre lymphocytes T et astrocytes peut étre
donc étre bénéfique ou délétére en fonction des cascades
moléculaires mises en jeu.

Ainsi, les fonctions multiples de I’astrocyte dans le
fonctionnement cérébral I’impliquent comme acteur d’un
grand nombre d’atteintes neurologiques, mettant en jeu
des mécanismes potentialisant ou annulant ’effet des
attaques pathologiques induites lors d’une infection
virale, d’une ischémie, d’une anomalie métabolique...
(Belin et al., 1997 ; Little and O’Callagha, 2001 ; Asch-
ner et al., 2002).

Astrocyte, inflammation et infection virale : cas
de la myélopathie associée a I’infection par HTLV-1

Les atteintes neuroinflammatoires sont caractérisées
par la présence constante de lymphocytes T dans le SNC
des patients. Le fait que ces lymphocytes T soient acti-
vés leur confére une potentialité délétére vis-a-vis des
cellules du SNC, non seulement par I’intermédiaire d’une
réponse immune spécifique (cytotoxicité MHC res-
treinte), mais aussi en mettant en jeu des molécules de
I’inflammation de type cytokine et protéases (Giraudon
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et al., 1996 Giraudon et al., 2000). L’étude des méca-
nismes physiopathogéniques mis en jeu peut étre réali-
sée grace a des modeles d’atteintes neuroinflammatoires
ou les perturbations immunes et cérébrales sont fortes et
maintenues dans le temps. Les my¢lopathies associées a
une infection virale en sont un exemple.

Le rétrovirus humain a tropisme lymphocytaire,
HTLV-1, est I’agent étiologique, chez moins de 5 % des
patients infectés, d’une leucémie a cellule T de I’adulte
(ATL) ou d’une myélopathie, la paraparésie spastique tro-
picale associée a HTLV-1 (TSP/HAM) (Gessain et al.,
1985). Une dominance de la réponse lymphocytaire de
type Thl est observée chez ces patients. HTLV-1 infecte
préférentiellement les lymphocytes de type CD4 et CDS.
L’intégration du provirus dans le génome cellulaire
entraine une activation permanente de ces lymphocytes par
I’intermédiaire d’une protéine virale, Tax, qui a la capa-
cité de transactiver le promoteur de nombreux genes cel-
lulaires, en particulier les génes impliqués dans la proli-
fération lymphocytaire (Hollsberg, 1999). Tax a la
capacité d’induire I’expression, dans les lymphocytes T,
de IL-1-0, IL-1-B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-S, IL-6, IL-8, IL-
9, IL-15, TGF-B, TNF-0,, TNF-B, IFN-y, GM-CSF, MIP-
-0, IP-10 et MCP-1 (Grant et al., 2002). La secrétion de
ces cytokines et chimiokines est retrouvée a des taux éle-
vés au niveau sanguin, mais aussi dans le liquide cépha-
lorachidien (LCR) des patients TSP/HAM puisque les
lymphocytes T infectés, chroniquement activés, infiltrent
leur SNC (Umehara ef al., 1993). De plus, les cytokines
TNF-o, IL-6, IL-1-0. ont été détectées dans les astrocytes
activés présents au sein des lésions (Umehara et al., 1994).

Les lymphocytes T infiltrant le SNC sont suspectés de
prendre part a des événements conduisant a I’infection de
cellules residentes du SNC, a I’activation des astrocytes et
des cellules microgliales, a I’induction de I’expression de
cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines, et au
recrutement des infiltrats inflammatoires retrouvés autour
des vaisseaux et dans le parenchyme (Giraudon ef al., 1996
et articles dans la revue; Grant et al., 2002). Ils seraient
ainsi responsables de la dérégulation de I’homéostasie
astrocytaire et oligodendrocytaire (Szymocha et al., 2000c;
Szymocha et al., 2000a), de la démyélinisation et de la
perte axonale caractéristiques de la TSP/HAM (Umehara
et al., 2000). L’établissement de modele d’interaction entre
ces lymphocytes T chroniquement activés et des astrocytes
nous a permis de décrypter certains des mécanismes molé-
culaires susceptibles d’intervenir dans le processus délétére
a la base de la TSP/HAM, processus potentiellement par-
tagé par des myélopathies d’étiologie différente.

MATERIEL ET METHODES

Modéle de neuro-inflammation : interaction
entre lymphocytes T chroniquement activés
et astrocytes

Notre modéle d’interaction cellulaire est constitué de
lymphocytes T infectés par HTLV-1, les lignées lym-

phocytaires C91PL et C8166/45, respectivement pro-
ductrices ou non de virus (Popovic er al., 1983). Ces
lymphocytes sont chroniquement activés comme
I'indique leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires,
quantifiée par ELISA (R&D system : IL-1 : 40-120
pg/ml; IL-6 : 3000-32000 pg/ml; TNF-o : 150-820
pg/ml; TNF-B : 7500-17500 pg/ml), et I'expression éle-
vée du marqueur d'activation lymphocytaire CD25
détecté par cytométrie de flux. Ces lymphocytes sont
cultivés en suspension (5 % CO2 a 37°C) en milieu
RPMI-1640 complémenté par 10 % de sérum de veau
feetal. Apres leur irradiation pour éviter leur prolifération,
ils sont mis en contact transitoire (20 heures) avec des
cellules nerveuses d’origine diverse. Ce sont i) des astro-
cytes en primoculture issus de cortex cérébral de raton
nouveau-nés (Szymocha et al., 2000c), seuls ou en cul-
ture mixte avec des oligodendrocytes; ii) des précur-
seurs nerveux humains multipotents, la lignée Dev (Der-
rington er al., 1998, Buzanska et al., 2001) ¢tablie a
partir d’une tumeur neuroectodermique indifférencice ;
iii) des astrocytes humains provenant d'un clone diffé-
rencié de cette lignée (Dev-Ast). Ces cellules nerveuses
sont cultivées en milieu DMEM-Glutamax complémenté
par 10 % de sérum de veau feetal. L’expression de la
GFAP (glial fibrilary acidic protein), ¢lément du cytos-
quelette spécifique de I’astrocyte, est détectée dans les
astrocytes humains et de rat. Les oligodendrocytes sont
détectés par des anticorps spécifiques de leur stade de
maturation (OL immatures : CNPase, GalCer:; OL
matures : MBP; pré-OL : NG2)

Les anticorps spécifiques anti-CNPase/Sigma, anti-
GalCer, anti-NG2/Chemicon, anti-GFAP/ Dako, anti-
vimentine/Dako, anti-caspase-3 active/Santa Cruz et anti-
caspase-9 active/Pharmingen sont utilisés en
immunofluorescence, identifient les astrocytes et oligo-
dendrocytes et détectent I’activation des caspases comme
précédemment décrit (Szymocha ef al., 2000b). Les anti-
corps anti-PARP/Roche, anti-tBid/Santa Cruz sont utili-
sés en WesternBlot comme précédemment décrit (Girau-
don et al., 2000). Les molécules Fas-Fc/R&D, les
anticorps anti-Fas ZB4/Immunotech, anti-MMP-9 ; anti-
ADAM-17/Santa Cruz; anti-TIMP-1, anti-TIMP-2, anti-
TIMP-3, et anti-TIMP-4/Chemicon, sont utilisés a raison
de 1-10 pg/5.10* cellules pour moduler la mort des cel-
lules nerveuses.

RESULTATS ET DISCUSION

Les astrocytes en contact avec les lymphocytes T activés
acquiérent un profil d’astrocytes réactifs

Dans les astrocytes primaires de Rat exposés aux lym-
phocytes T activés C91PL ou C8166/45, I'expression de
la GFAP, détectée par immunofluorescence (protéine)
ou RT-PCR (mRNA) est augmentée tandis que celle de
la vimentine, autre ¢lément du cytosquelette, et celle
d’un « géne de ménage », cyclophyline (Cyp-A), restent
inchangées (Figure-1A, RT-PCR). Cette modification
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morphologique est associée a une augmentation de
I’expression des mRNA codant pour les cytokines pro-
inflammatoires TNF-0, IL-1-0 et IL-12 détectés par RT-
PCR (Figure 1B). Dans les astrocytes humains (Dev-
Ast) issus de la lignée de précurseurs nerveux humains
multipotents (Dev), la sécrétion a des taux élevés de
TNF-0, TNF-B, IL-10. et IL-6 est détectée par ELISA
(Figure 1C). Ainsi, apres contact avec les lymphocytes
T chroniquement activés, les astrocytes acquierent un
phénotype caractéristique d’une gliose réactionnelle,
semblable a celle détectée chez les patients TSP/HAM
dans les lésions du SNC (Umehara et al., 1994).

Dans un contexte inflammatoire, les astrocytes répon-
dent a des stimuli variés par une augmentation de sécré-
tion de protéases (revue : Rosenberg, 2002). Les pro-
téases matricielles (MMP), impliquées dans le clivage de
molécules de la matrice extracellulaire et de molécules
transmembranaires (Vu and Werb, 2000), ont la capacité

d’étre régulées dans leur expression par les cytokines. La
présence dans le promoteur de leur géne, des séquences
régulatrices ciblées par les facteurs de transcription mis
en jeu par les cytokines (sites NFkB, Sp-1, TIE), est res-
ponsable de cette modulation (Borden and Heller, 1997).
La présence de MMP sécrétée par les astrocytes humains
et de Rat a été recherchée par zymographie, une tech-
nique qui permet de détecter les MMP par leur activité,
par ELISA (Amersham, BioTrack) et par RT-PCR
(détection des mRNA). Nous avons observé que
I’expression de MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-1 et
TIMP-3 est augmentée dans les astrocytes de Rat et
humains aprés contact avec les lymphocytes T activés
(Giraudon et al., 1996 ; Giraudon et al., 1997 ; Giraudon
et al., 2000). Pour exemple, la sécrétion de MMP-9 et
MMP-2, détectée par zymographie, est induite dans les
astrocytes humains (Figure 1Da,c) apres contact avec les
lymphocytes T activés. Nous avons démontré que les
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cytokines sécrétées par les lymphocytes T activés, ainsi
que le contact lymphocyte/astrocyte via des intégrines,
sont impliqués dans la modulation de I’expression astro-
cytaire de MMP. D’une part, I’effet des lymphocytes T
sur la modulation de I’expression de MMP-9 et MMP-3
est mimé par le traitement des astrocytes par TNF-o. et
IL-1 (Giraudon et al., 2000). Le traitement des lympho-
cytes T C8166/45 par le PDTC (pyrimidoldithiocarba-
mate), inhibiteur de la sécrétion de TNF-o. par ces cel-
lules (diminution de 22 %), réduit fortement leur capacité
d’induire I’expression de MMP-9 par les astrocytes
humains (Figure 1Db). D’autre part, le traitement des
lymphocytes T par des anticorps spécifiques des inté-
grines impliquées dans le contact cellulaire, en particu-
lier o.1-B1 et o.1-B5, réduit fortement ’expression astro-
cytaire induite de MMP-9. Ces modifications de
sécrétion de MMP sont maintenues au moins pendant
8 jours apres contact transitoire avec les lymphocytes
non infectieux et au moins 30 jours aprés contact avec les
lymphocytes infectieux (Figure 1Dd). Dans les deux cas,
ces expressions sont associées a une sécrétion maintenue
de cytokines pro-inflammatoires, en particulier TNF-o.
(Szymocha et al., 2000b). En paralléle, ’expression de
molécules inhibitrices endogénes des MMP, TIMP-1 et
TIMP-3 (pour Tissue Inhibitor of MetalloProtease) est
augmentée, traduisant une perturbation de la balance
MMP/TIMP dans ces cellules nerveuses.

L’ensemble de ces observations indiquaient que le
contact de lymphocytes T activés induisait une profonde
modification des astrocytes (gliose, cytokines pro-inflam-
matoires), semblable a celle observée dans le SNC des
patients TSP/HAM. Nous avons par la suite démontré la
présence de MMP-9 et de TIMP-3 associée a des taux
élevés de néoptérine (marqueur de I’inflammation), dans
le LCR de patients infectés par HTLV-1 et développant
une TSP/HAM, et non dans celui des patients infectés
restés asymptomatiques (Giraudon et al., 1996 ; Girau-
don et al., 1997 ; Giraudon et al., 1998 ; Lezin et al.,
2000). MMP-9 a également été détecté dans le SNC de
patients TSP/HAM, dans les régions lésionnelles mon-
trant une gliose réactionnelle (Giraudon et al., 2000).
D’autre part, dans un modéle murin d’infection cérébrale
par un morbillivirus, nous avons démontré qu’une infil-
tration lymphocytaire au sein des régions cérébrales
ciblées par le virus, est associée a une expression régio-
nale spécifique de MMP et TIMP (Khuth et al., 2001).

Ces différents travaux et ceux d’autres équipes, nous
ont ainsi conduits a considérer les MMP comme des
effecteurs secondaires des cytokines pro-inflammatoires
au sein du SNC.

L’implication de ces protéases dans les altérations neu-
rologiques associées a la neuroinflammation est suspec-
tée en raison de ’activité pléiotropique de ces molécules
(Yong et al., 1998). Les métalloprotéases ont en effet des
substrats tres divers. Par leur capacité de cliver les molé-
cules matricielles présentes dans le SNC, en particulier
les collagénes, la laminine, la fibronectine ou la tenas-
cine, les MMP participent au remodelage du microenvi-
ronnement neuronal et glial (Lukashev and Werb, 1998),
donc aux interactions neurone-glie. Les MMP partici-

pent également a la maturation et a la régulation de
’activité de récepteurs membranaires. Ainsi ADAM-17,
MMP-7 et MT4-MMP maturent par clivage le TNF-o
membranaire en TNF-a actif (English er al., 2000). Il en
est de méme pour le récepteur du TNF, IL-6, L-sélectine
et FasLigand. Ainsi, les MMP participent activement a
la modulation de I'inflammation et de I’activité de sys-
temes moléculaires impliqués dans la mort cellulaire.
Une augmentation de MMP mal controlée par un taux
non adapté de leurs inhibiteurs endogenes peut étre délé-
tere au sein du SNC.

Afin d’analyser I'implication du systéme protéasique
MMP/TIMP dans les effets déléteres mis en jeu par une
inflammation, nous avons établi des modeles de mort de
cellules nerveuses en présence de lymphocytes T activés.
Nous avons alors examiné le role des MMP et TIMP
dans les cascades moléculaires qui sous-tendent la mort
cellulaire.

Les lymphocytes T activés induisent une apoptose
médiée par Fas des précurseurs nerveux

Un premier modele concerne les précurseurs nerveux
humains multipotents Dev (Beurton-Marduel, soumis).
Un contact transitoire avec les lymphocytes T activés
C8166/45 induit la mort des cellules Dev. Cette mort est
détectable au deuxiéme jour apres le contact lymphocy-
taire (mort de 15-20 % des cellules) et culmine au troi-
siéme jour (mort de 60-80 % des cellules). Cette mort
tardive suggere qu’une cascade moléculaire inductrice de
mort est progressivement mise en place dans les cellules
nerveuses. Le contact avec des lymphocytes T non acti-
vés ne modifie pas le taux de mort naturelle de la culture
(5-10 % au troisieme jour de culture). La mort cellulaire
induite par les lymphocytes T activés concerne essen-
tiellement les précurseurs non différenciés majoritaire-
ment présents dans la culture. Elle est identifié¢e comme
apoptotique par i) la formation de corps apoptotiques
détectée par microscopie et coloration Dapi; ii) la frag-
mentation de I’ADN détectée par la méthode TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick-end labeling) en microscopie (14,9 + 5,3 cellules
TUNEL" par champ versus 4,5 £+ 2,7 dans la culture non
traitée) et en cytométrie de flux (Figure 2A); iii) le cli-
vage de la PARP [poly(ADP-ribose)polymerase] détec-
tée par Western-blot. L’induction d’apoptose par les lym-
phocytes T activés a également été observée dans des
primocultures provenant de la zone sous-ventriculaire
(SVZ) d’un cortex cérébral humain feetal, riche en pré-
curseurs nerveux (Figure 2B). L’implication de molé-
cules sécrétées par les lymphocytes T activés est objec-
tivée par I’induction d’apoptose des précurseurs nerveux
apres leur traitement par le surnageant de culture prove-
nant des lymphocytes T activés C8166/45.

Le récepteur de mort Fas est requis pour 1’apoptose
médiée par les lymphocytes T activés (Figure 2C). Un
traitement des cocultures cellules nerveuses/lymphocyte
T par I’anticorps bloquant Fas, ZB4, réduit de fagon
significative la mort des précurseurs nerveux : 15,8 £ 7,7
et 9,3 £ 4,7 cellules TUNEL" par champ au jour 2 post-
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contact dans les cocultures traitées par 10 et 100 ng/ml
d’anticorps versus 20,8 = 5,7 dans les cocultures non
traitées. Le traitement par la molécule recombinante Fas-
Fe, bloqueur de I’activation de Fas, a un effet semblable
(23,3 + 8,3 versus 48,9 + 3,2 cellules TUNEL" au jour
3 post-contact). Cette apoptose médiée par Fas implique
la cascade des caspases. Le traitement des cocultures par
les peptides DEVD, IETD ou LEHD, inhibiteurs respec-
tivement des caspases-3, -8 et -9, diminue significative-
ment le nombre de cellules en apoptose (3,8 = 2,8,
4,8 £ 2,6 et 7,8 = 3,8 cellules TUNEL" versus
20,8 £ 5,7). Nous avons alors analysé la signalisation
intracellulaire mise en jeu par I’activation de Fas.

Les travaux de Scaffidi (Scaffidi et al., 1999) ont mon-
tré que I’activation de Fas par son ligand conduit a la for-
mation d'un complexe inducteur de mort (DISC) au sein
duquel la procaspase-8 est activée en caspase-8 active.
Dans la signalisation de type 1, le niveau de caspase-8
est suffisant pour conduire directement a I’activation des
caspases exécutrices, dont celle de caspase-3. Si le
niveau de caspase-8 active est faible, une boucle d’ampli-
fication est mise en place. Ainsi, la signalisation Fas de
type 2 implique la mitochondrie et I’apoptosome (libé-
ration d’APAF-1, clivage de Bid), conduisant a I’activa-
tion de pro-caspase-9 qui active en retour caspase-3.
Diverses approches ont montré que dans notre modele de
mort des précurseurs nerveux, une signalisation de type
2 est mise en jeu apres contact avec les lymphocytes T
activés. La forme active de caspase-3 est détectée dans

les cultures apoptotiques par immunofluorescence
(25,5 = 8,8 cellules positives versus 11,3 + 3,7 dans la
culture non traitée) (Figure 3A) et par un test d’activité
dans le lysat cellulaire. Caspase-9 active est également
immunodétectée (Figure 3A). Son expression est asso-
ciée au clivage de Bid, et a la perte du potentiel de mem-
brane mitochondrial (DFm) objectivée par la transition
rouge-vert du colorant JC1 comme décrit par Cossarizza
(Cossarizza et al., 1993) (Figure 3B).

Le systéme protéolytique MMP/TIMP est impliqué
dans ’apoptose des précurseurs nerveux

L’implication des MMP et TIMP dans les cascades
moléculaires conduisant a 1’apoptose des précurseurs
nerveux a ¢té suspectée en raison, d’une part de ’acti-
vité pléiotropique de ces molécules, d’autre part, de la
perturbation de la balance MMP/TIMP induite dans les
cellules nerveuses par les lymphocytes T activés (para-
graphe 2). Diverses observations nous ont permis de
conclure que la balance MMP/TIMP module la suscep-
tibilité a la mort des précurseurs nerveux. En effet, I’inhi-
bition de MMP potentialise 1’apoptose des précurseurs
nerveux induite par les lymphocytes T activés. Un trai-
tement de la coculture lymphocytes/cellules nerveuses
soit i) par des anticorps anti-MMP (anti-MMP-9, anti-
ADAM-17) (Figure 3C); ii) par des inhibiteurs chi-
miques de MMP (BB3103- British Biochem) iii) par la
protéine recombinante TIMP-1 inhibitrice de nombreuses
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MMP et adamalysines, augmente significativement le
nombre de cellules nerveuses apoptotiques détectées au
deuxieme jour de coculture. A I’inverse, un traitement
par des anticorps anti-TIMP-1 et anti-TIMP-3, réduit
cette apoptose. Ainsi, la susceptibilité des précurseurs
nerveux a I’apoptose induite par les lymphocytes T acti-
vés est corrélée a la présence d’inhibiteurs de MMP dans
leur microenvironnement.

Des travaux récemment rapportés dans la littérature
ont montré que I’inhibition de 1’action protéasique de
MMP module I’activité de divers récepteurs membra-
naires (Galko and Tessier-Lavigne, 2000). D’autres tra-
vaux démontrent également un lien entre activité pro-
téasique et sensibilité cellulaire a une mort médiée par
Fas (Mitsiades ef al., 1999 ; Lee and Shacter, 2001). Nos
propres observations indiquent qu’un traitement de cel-
lules exprimant constituvement Fas a leur surface
(lignées lymphocytaires) par des inhibiteurs chimiques
de MMP (BB3103, BB94) augmente significativement le
niveau d’expression membranaire de Fas dans des
lignées. Suspectant une action du systtme MMP/TIMP
dans la stabilité de Fas a la surface cellulaire, nous avons
analysé 1’expression de Fas dans les cellules nerveuses
au cours de la coculture avec les lymphocytes T activés.
Non membranaire dans les précurseurs nerveux, Fas
devient détectable a leur surface au deuxieéme jour apres
le contact avec les lymphocytes T activés (Figure 3D),
moment ou I’apoptose des cellules est observée. Cette
modification n’est pas induite par un contact avec des

lymphocytes T non activés. L’ensemble de ces observa-
tions suggeérent que la susceptibilité a I’apoptose des pré-
curseurs nerveux est corrélée a I’exposition de Fas a leur
surface. Celle-ci est induite dans un contexte protéasique
particulier. L’interferon-y, connu pour moduler I'activit¢
de Fas sur les cellules nerveuses n’est pas impliqué
puisqu’il n’est produit ni par les lymphocytes T, ni par
les cellules nerveuses.

L’ensemble de ces observations suggere fortement que
des inhibiteurs endogénes de MMP, en particulier TIMP-1
et TIMP-3, dont I’expression est augmentée dans les cel-
lules nerveuses par le contact lymphocytaire, participent
a la stabilisation de Fas a leur surface. Des analyses sont
en cours pour démontrer cette hypothése. Ainsi, par leur
capacité de moduler la balance MMP/TIMP dans le
microenvironnement des précurseurs nerveux, les lym-
phocytes T activés les rendent susceptibles a I"apoptose
médiée par Fas.

Les lymphocytes T activés induisent la mort des oligo-
dendrocytes immatures

Afin d’analyser le role potentiellement délétere du sys-
teme MMP/TIMP sur les oligodendrocytes, cellules my¢-
linisantes du SNC, nous avons établi un modéle d’inter-
action de lymphocytes T activés (C8166/45) avec des
primocultures gliales de Rat, constituées en parts égales
d’astrocytes et d’oligodendrocytes. Les oligodendrocytes
sont détectés par immunofluorescence avec des anticorps
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spécifiques déterminant un stade particulier de matura-
tion. Nous montrons qu’un contact transitoire avec les
lymphocytes T C8166/45 entraine le collapse progressif
des prolongements cellulaires de la population d’oligo-
dendrocytes immatures (exprimant GalCer et CNPase)
(Figure 4A), collapse suivi d’une mort oligodendrocy-
taire. Les astrocytes de la culture survivent a la coculture
et sont activés. Les expressions de GFAP, de cytokines
pro-inflammatoires, et de MMP-9, MMP-3, TIMP-1,
TIMP-3 sont augmentées dans les astrocytes (Szymocha
et al., 2000b). Ces molécules de I’inflammation ne sont
pas détectées dans les oligodendrocytes.

Une réduction du nombre et de la longueur des pro-
longements oligodendrocytaires a été détectée par des
mesures en microscopie (logiciel AnalySIS) (respective-
ment 1,3 + 0,2 prolongement versus 4,3 £ 0,5 et 1,1 £ 0,1
mm versus 2,7 += 0,2 mm dans les cultures non traitées,
a 48h) (Figure 4D). Ce collapsus est suivi par la mort des
oligodendrocytes immatures. La mise en place d’une
apoptose est objectivée par la détection d’ADN frag-
menté (méthode TUNEL : 19,2+8,1 cellules positives
versus 7,3£5,5 dans les cultures non traitées) et la pré-
sence de caspase-3 et caspase-9 actives dans les oligo-
dendrocytes. Fas est impliqué dans cette apoptose

comme le démontre la réduction de cellules en apoptose
par un traitement de la coculture avec des anticorps blo-
quant Fas (ZB4) et des molécules leurres de Fas, Fas-FC
(Figure 4B). L’expression de Fas est augmentée sur les
oligodendrocytes aprés le contact avec les lympho-
cytes T, suggérant, comme dans le cas des précurseurs
nerveux, une stabilisation de Fas a la surface des oligo-
dendrocytes.

Ainsi, dans le dialogue établi entre lymphocytes T
activés et cellules nerveuses, la cascade moléculaire qui
implique les cytokines pro-inflammatoires et le systéme
protéolytique MMP/TIMP apparait comme essentiel dans
le processus qui conduit a I’altération des cellules ner-
veuses.

CONCLUSION GENERALE

L’ensemble de ces observations conduit a considérer
I’astrocyte comme une cellule-relais dont le rdle est cru-
cial dans les interactions neuro-immunes. En réponse
aux stimuli délivrés par des lymphocytes T activés,
’astrocyte a la capacité d’amplifier I’inflammation par la
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production de cytokines pro-inflammatoires, de métallo-
protéases. En synergie avec les cellules microgliales,
dont le role amplificateur de I’inflammation est bien
démontré, I’astrocyte peut ainsi intervenir dans les cas-
cades moléculaires dont on suspecte I’action délétére au
sein du SNC . La détection de TNFa, IL-10,, MMP-9,
TIMP-3 dans le LCR et les tissus lésionnels de patients
développant une atteinte neuro-inflammatoire, notam-
ment une myélopathie associée a HTLV-1 (TSP/HAM)
(Umehara et al., 1994 ; Giraudon et al., 1997 ; Lezin et
al., 2000) ou une SEP (Cuzner et al., 1996 ; Lassmann,
2002), renforce cette hypothése. Ces molécules sont en
effet localisées dans les régions de gliose astrocytaire,
perte axonale et démyélinisation (Lucchinetti er al.,
2000 ; Umehara et al., 2000). Leur détection dans le LCR
les identifie comme biomarqueur potentiel de 1’évolution
clinique de ces pathologies.

Ces travaux, confrontés a ceux d’autres groupes dans
ce domaine, permettent d’appréhender les mécanismes
physiopathogéniques mis en jeu dans les atteintes inflam-
matoires et démyélinisantes. Ils identifient des cibles thé-
rapeutiques potentielles, permettant d’envisager de nou-
velles molécules immunomodulatrices et des
biomarqueurs. Ils permettent également d’analyser
I’action de médicaments connus, par exemple celui de
interféron-p (IFN-B), dans le traitement de la SEP.

La mort de précurseurs nerveux et d’oligodendrocytes
immatures observée aprés contact avec des lympho-
cytes T activés suggere fortement qu’une population de
cellules peu différenciées est particulierement suscep-
tible a I’action délétere des molécules de la cascade
inflammatoire. L’intérét de ces observations in vitro est
conforté d’une part, par la détection d’une réduction rési-
duelle d’oligodendrocytes immatures dans la moelle épi-
niére de patients SEP (Lassmann, 2002 ; Wolswijk, 2002)
et, d’autre part, par I’observation chez la Souris, d’une
sensibilité particuliére des progéniteurs nerveux a un
environnement inflammatoire astrocytaire (Vallieres et
al., 2002). Cet aspect est particuliecrement a souligner
dans le cadre des nouvelles thérapies de remplacement
neuronal qui proposent 1’utilisation de précurseurs ner-
veux comme source cellulaire potentielle (Horner and
Gage, 2000).

L’effet immunomodulateur de I'IFN-B vis-a-vis des
lymphocytes T activés a été démontré au niveau de leur
capacité migratoire et de leur sécrétion cytokinique
(Stuve et al., 1996 ; Galboiz et al., 2001 ; Byrnes et al.,
2002). Un traitement par I'ITFN-B de lymphocytes T acti-
vés réduit fortement leur capacité de traverser une mem-
brane mimant les interfaces sang-SNC et diminue leur
sécrétion de MMP-9. L’implication des MMP dans la
migration des cellules immunes a en effet été mise en
évidence (Goetzl et al., 1996). D autre part, IFN-B dimi-
nue la sécrétion lymphocytaire d’IL-12, cytokine pro-
inflammatoire dont I’action délétére est suspectée dans la
SEP, et augmente celle d’IL-10, inhibiteur dominant des
réactions immunes. Au niveau du SNC, I’effet de I'TFN-
B est peu connu mais peut étre envisagé suivant un scé-
nario semblable. Nos premiers travaux dans ce domaine,
qui découlent de I’observation d’une cascade cytokine-

MMP/TIMP dans I"astrocyte activé, indiquent que I'IFN-
B, en synergie avec les cytokines anti-inflammatoires,
IL-4 et IL-10, réduit la sécrétion de MMP-9 et MMP-3
par I’astrocyte réactif. Ces observations suggérent que
I’effet bénéfique de I'IFN-P s’exerce en partie au niveau
central, par la réduction de I'expression astrocytaire de
molécules appartenant a la cascade moléculaire inflam-
matoire dont nous avons démontré le role délétere.
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