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Résumé

Cellules fibrogéniques impliquées dans la réparation tissulaire
(comparaison foie / système nerveux central), rôles des MMPs.

La fibrogenèse est un mécanisme impliqué dans la réparation tissulaire pouvant entraîner des consé-
quences délétères lorsqu’il n’est plus contrôlé. Le développement d’une fibrose est caractérisé par une
accumulation de matrice extracellulaire (MEC). Dans la plupart des organes, les cellules fibrogéniques
impliquées dans ce dépôt de MEC sont les fibroblastes et les myofibroblastes alors que, dans le système
nerveux central (SNC), ce sont majoritairement les astrocytes. Au cours de ce travail de thèse, nous
avons réalisé une comparaison entre les cellules fibrogéniques impliquées dans la fibrose hépatique et
celles impliquées dans la « fibrose » du SNC appelée cicatrice gliale. Dans la fibrose hépatique, les cel-
lules fibrogéniques impliquées dérivent des cellules étoilées du foie (CEF) et/ou des fibroblastes portaux
(FP). Nous avons utilisé un modèle original de culture de tranches de foies de précision (TFP) pour
étudier deux pathologies différentes, la cirrhose alcoolique et la cholestase biliaire qui impliquent les
CEF et les FP respectivement, et nous avons montré que, dans les TFP en culture, les CEFs peuvent
réacquérir un phénotype quiescent alors que les FP meurent par apoptose. Parallèlement, nous avons
réalisé une étude protéomique pour caractériser la réaction stromale des cholangiocarcinomes qui im-
plique principalement les FP, et nous avons montré notamment que la périostine pouvait constituer un
marqueur intéressant de la différenciation myofibroblastique. Afin de pouvoir comparer les phénomènes
de fibroses hépatiques et la formation de la cicatrice gliale, nous avons développé des cultures d’astro-
cytes à partir de cortex de rats nouveau-nés que nous avons traités avec du LPS pour mimer l’activation
observée in vivo. Nous avons étudié les interactions entre la voie pro-apoptotique Fas et le système des
métalloprotéases matricielles (MMPs). Lors de la stimulation de la voie Fas, contrairement à ce qui est
habituellement démontré dans d’autres types cellulaires, nous avons observé une augmentation de la
prolifération astrocytaire sans effet sur l’apoptose, de façon similaire à ce qui était observé après une
stimulation avec le LPS. Parallèlement, une diminution de l’expression de la MMP-9 était détectée.
De plus, nous avons séparé différentes populations astrocytaires grâce à une technique originale de
fractionnement par couplage flux/force (FFF), et nous avons montré qu’une sous-population astrocy-
taire est capable de co-exprimer la GFAP et l’actine α-musculaire lisse qui est le marqueur typique de
la différenciation myofibroblastique. Parallèlement, nous avons développé un modèle in vivo de lésion
corticale chez le rat pour corréler nos observations in vitro et in vivo, et pour étudier également l’effet
de différents facteurs neuroprotecteurs. Nous avons analysé la récupération fonctionnelle des animaux
après lésion grâce à des tests comportementaux (test de marche sur une poutre et test de la piscine de
Morris). En dernier lieu, nous avons étudié les interactions de la voie Fas et de la voie TLR4 ainsi que
le système des MMPs dans les glioblastomes. Nous avons montré que les cellules de glioblastomes pro-
lifèrent après activation des voies Fas ou TLR4, cet effet étant annulé lors de l’activation concomitante
des deux voies. De plus, nous avons observé que l’expression de la MMP-9 varie de façon parallèle avec
la prolifération.Ces résultats nous montrent que les mécanismes impliqués dans la réparation tissulaire
ou la formation de la réaction stromale dans les tumeurs épithéliales présentent des similitudes. De
plus, la comparaison des mécanismes impliqués dans la réparation tissulaire au sein d’organes aussi
différents que le foie et le SNC peut aider à la compréhension des mécanismes d’activation cellulaire
et au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Mots clés : Cellule fibrogénique, fibroblaste, fibrose hépatique, cicatrice gliale, astrocyte, stroma tumo-
ral, cholangiocarcinome, glioblastome.





Abstract

Fibrogenic cells involved in tissue repair (comparison between liver and central nervous
system) : roles of MMPs

Fibrogenesis is a mechanism involved in tissue repair which could induce deleterious consequences if
it becomes uncontrolled. Fibrosis development is characterized by a deposition of extracellular matrix
(ECM). In most organs, fibrogenic cells involved in ECM deposition are fibroblasts and myofibroblasts.
In the case of the central nervous system (CNS), the secretion of ECM is mostly performed by astro-
cytes. In this thesis, we conducted a comparison between the cells involved in liver fibrosis and those
involved in the CNS "fibrosis", called glial scar. In hepatic fibrosis, fibrogenic cells involved derive from
hepatic stellate cells (HSC) and / or portal fibroblasts (PF). We used an original model of precision
cut liver slices (PCLS) to study two different diseases, alcoholic cirrhosis and biliary cholestasis which
involved HSC and PF respectively, and we showed that, in cultured PCLS, HSC can reacquire a quies-
cent phenotype when PFs die by apoptosis. In parallel, we performed a proteomic study to characterize
the stromal reaction of cholangiocarcinomas which mainly involves PF, and we have shown in parti-
cular that periostin could be an interesting marker for myofibroblastic differentiation. To compare the
phenomena of liver fibrosis and the formation of the glial scar, we have developed a culture model of
astrocytes derived from cortex of newborn rats that we have treated with Lipopolysaccharide (LPS) to
mimic in vivo activation. We have studied the interactions between the pro-apoptotic Fas pathway and
the matrix metalloproteinases (MMPs) system. After Fas pathway stimulation, in contrast with what
is usually shown in other cell types, we observed an increase of astrocyte proliferation without effect on
apoptosis, similarly to the effects observed after LPS treatment. In parallel, a decrease of the MMP-9
expression was detected. In addition, we separated different populations of astrocytes using an origi-
nal technique of sedimentation field flow fractionation (SdFFF), and we showed that a subpopulation
of astrocytes is able to co-express GFAP and α-smooth muscle actin which is the typical marker for
myofibroblastic differentiation. In parallel, we developed an in vivo model of cortical lesion in the rat
to correlate our observations in vitro and in vivo and to study the neuroprotective effects of different
factors. We studied in injured animals, the functional recovery using behavioral studies (beam walking
task and Morris water maze). Finally, we studied the interactions of the Fas and TLR4 pathways and
the MMP system in glioblastoma cell lines. We showed that the glioblastoma cells proliferate after Fas
or TLR4 activations, this effect disappearing after the concomitant activation of the two pathways. In
addition, we observed that expression of the MMP-9 is modulated in parallel with cell proliferation.
These results show that the mechanisms implied in tissue repair and in the formation of the stromal
reaction in tumors present similarities. Moreover, the comparison of the mechanisms involved in tis-
sue repair of various organs as different as the liver and the CNS, may help in understanding of cell
activation mechanisms and for the development of new therapeutic strategies.

Key words : Fibrogenic cell, fibroblast, liver fibrosis, glial scar, astrocyte, tumor stroma, cholangiocar-
cinoma, glioblastoma.
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Avant-propos :

Dans cette thèse, nous avons étudié les cellules fibrogéniques impliquées dans la réparation
tissulaire et la réaction stromale qui se développe autour des tumeurs dans deux organes,
le foie et le système nerveux central (SNC). Mon directeur de thèse, Alexis Desmoulière, a
réalisé de nombreux travaux sur la fibrose hépatique et devait terminer des études dans ce
domaine lors de son arrivée sur Limoges, études dans lesquelles il m’a d’emblée impliqué.
Parallèlement, j’ai participé au développement d’une nouvelle thématique concernant la
réparation du SNC puisque les neurosciences constituaient à l’époque, le thème central de
l’EA 3842, équipe d’accueil à laquelle nous étions rattachés. Nous avons donc sciemment
décidé de comparer, dans ce travail, les mécanismes de réparation tissulaire normaux et
pathologiques présents dans ces deux organes.

Lors d’une blessure, chaque organe va répondre de façon à maintenir ou à reconstruire l’in-
tégrité tissulaire. Si la lésion est aiguë et modérée, le processus de réparation va conduire
à la formation d’une cicatrice qui ne nuira pas au bon fonctionnement de l’organe. Au
contraire, si la lésion est importante ou chronique, le processus de réparation va provo-
quer une accumulation de matrice extracellulaire (MEC) ou fibrose, qui, progressivement,
entraînera une diminution des capacités fonctionnelles de l’organe.

La fibrose est un processus pathologique provoqué par une réparation tissulaire excessive.
Elle est due à la perte des capacités de régénération des tissus humains dans la majorité
des cas. Cette fibrose est provoquée par l’activité spécifique de certaines cellules : les
fibroblastes et les myofibroblastes dans la majorité des organes et les astrocytes dans le
cas du SNC. Dans le SNC, on parle de cicatrice gliale. Ces cellules vont être responsables
du dépôt excessif de MEC qui remplace progressivement les parties fonctionnelles de
l’organe.

Dans ce travail, nous avons étudié les différentes sous-populations de cellules fibrogéniques
hépatiques (cellules étoilées du foie et fibroblastes portaux) impliquées notamment dans
la cirrhose hépatique, la cholestase biliaire et le stroma des cholangiocarcinomes et les
cellules fibrogéniques impliquées dans la réparation du SNC, à savoir les astrocytes. Il
nous a semblé intéressant de comparer deux organes, le foie et le SNC, dans lesquels les
cellules fibrogéniques impliquées (fibroblastes et astrocytes) ne montrent a priori que peu
de propriétés communes, si ce n’est qu’elles sont toutes deux responsables du dépôt de
MEC. Il est également étonnant de remarquer que les cellules étoilées du foie activées
expriment la « glial fibrillary acidic protein » (GFAP) qui est le marqueur reconnu pour
les astrocytes du SNC. Cependant, ces cellules ne dériveraient pas du même feuillet
embryonnaire [Cassiman et al., 2006, Geerts, 2004]. Quoi qu’il en soit, la comparaison
des mécanismes de réparation développés par ces deux organes et la caractérisation des
cellules fibrogéniques impliquées dans le dépôt et le remodelage de la MEC constituait
un challenge intéressant que nous avons relevé.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à l’origine des cellules fibrogé-
niques impliquées dans différents types de fibrose hépatique en utilisant un modèle origi-
nal de tranches de foie en culture. Nous avons réalisé une étude protéomique concernant
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le stroma des cholangiocarcinomes pour tenter d’identifier des marqueurs spécifiques.
Concernant le SNC, nous avons développé un modèle in vitro et un modèle in vivo de lé-
sion corticale contrôlée pour étudier les processus impliqués dans la réparation de ce tissu
qui conduit à la formation d’une cicatrice gliale le plus souvent très invalidante. Grâce
à une technique de tri cellulaire originale, nous avons isolé différentes sous-populations
d’astrocytes présentant des propriétés tout à fait singulières. Enfin, nous nous sommes
intéressés à la prolifération des glioblastomes curieusement induite par l’activation de la
voie pro-apoptotique Fas.



Première partie

Introduction générale
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3.1 Généralités

Les métalloprotéases de la matrice extracellulaire (MMPs pour Matrix MetalloProtei-
nases) sont une très large famille d’endopeptidases à zinc. Leur rôle principal est le
remodelage et la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC). Ces protéases vont
avoir pour cible les différents composants de cette matrice à savoir : les collagènes, l’élas-
tine, les glycoprotéines et les protéoglycanes. Bien que peu exprimées dans les conditions
physiologiques, les MMPs jouent un rôle important dans le maintien de l’homéostasie
tissulaire. On les retrouve impliquées dans tous les organes ainsi que dans de nombreux
processus physiologiques tels que le remodelage osseux, l’inflammation, l’angiogenèse, le
développement embryonnaire, l’apoptose et la cicatrisation (Table : 3.1). Cependant, il

Table 3.1 – Implications des MMPs dans les processus physiologiques et pathologiques
(liste non exhaustive d’après Verma et Hansch, 2007).

faut aussi noter également leurs implications dans de nombreux processus pathologiques
tels que notamment, la fibrose et la cirrhose hépatique, la sclérose en plaque, la mala-
die d’Alzheimer, l’athérosclérose, les cancers et les ulcérations de la peau (Table : 3.1).
Aujourd’hui chez l’homme, 26 MMPs sont décrites classées en collagénases, gélatinases,
stromélysines et matrilysines auxquelles il faut rajouter une sous-classe, les MMPs pos-
sédant un domaine trans-membranaire ou MT-MMPs (pour Membrane Type-MMPs)
(Table : 3.2).

Toutes ces MMPs possèdent de nombreuses homologies structurales (Figure : 3.1). Les
MMPs sont constituées d’un propeptide suivi d’un domaine catalytique contenant du zinc
en N-terminal. Toutes à l’exception des matrilysines possèdent des domaines hemoplexine-
like en C-terminal. Enfin les MT-MMPs vont posséder un domaine transmembranaire en
C-terminal et les gélatinases arborent des motifs fibronectine-like au niveau du domaine
catalytique (Figure : 3.1).

Les MMPs sont sécrétées sous forme de zymogène par une multitude de types cellu-
laires allant des fibroblastes aux neurones en passant par les cellules impliquées dans
l’immunité.

Une fois sécrétées, pour être activées, les pro-MMPs doivent êtres clivées par différents
agents protéolytiques comme les sérines protéases, les furines, les plasmines et certaines
MMPs elles-mêmes. Les MMPs ont pour principaux substrats les constituants de la
MEC. Cependant, elles peuvent aussi agir sur beaucoup d’autres molécules comme des
facteurs de croissance, des molécules d’adhésion, des cytokines, certains récepteurs pro-
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Table 3.2 – Classification des MMPs et leurs principaux substrats.
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Figure 3.1 – Structures simplifiées des différents types de MMPs

apoptotiques et leurs ligands [Folgueras et al., 2004]. Il a de plus été démontré que les
produits de dégradation de certains composants de la MEC par des MMPs avaient une
activité biologique [Maquart et al., 2005, Tran et al., 2005].

Dans les conditions physiologiques, l’activation des MMPs est déjà contrôlée au niveau
de la transcription. Cependant, la majeure partie du contrôle s’effectue non seulement au
niveau de l’activation du zymogène mais surtout, par une inhibition de la forme active
par des inhibiteurs endogènes de faible affinité (MMPIs) et des inhibiteurs spécifiques de
forte affinité, les TIMPs pour Tissue Inhibitors of MMPs. Les TIMPs sont au nombre
de 4 et inhibent toutes les MMPs avec plus ou moins d’affinité pour chacune. Dans les
conditions physiologiques, il existe une balance très fine entre les MMPs et les TIMPs qui
garantie le maintien de l’homéostasie cellulaire. En condition pathologique, cet équilibre
sera rompu (Figure : 3.2), soit en faveur des MMPs conduisant à la lyse tissulaire, à des
processus d’apoptose ou à la formation de métastases dans le cas de tumeurs, soit en
faveur des TIMPs, provoquant alors une accumulation de MEC induisant, par exemple,
des cicatrisations excessives ou des fibroses.

3.2 MMPs et apoptose

3.2.1 L’apoptose

L’apoptose ou mort cellulaire programmée est un processus physiologique qui régule l’ho-
méostasie tissulaire en éliminant les cellules lésées, tumorales ou infectées par un virus
et qui intervient notamment dans l’embryogenèse, par exemple lors de la séparation des
doigts du fœtus. Les cellules apoptotiques sont caractérisées par une diminution du vo-
lume cellulaire, et par l’externalisation à la surface de la membrane plasmique, de la
phosphatidylsérine, un glycérophospholipide anionique. Ensuite, la condensation de la
chromatine et le bourgeonnement de la membrane plasmique précèdent le morcellement
du noyau et la formation de corps apoptotiques. Lors de ce processus, l’intégrité membra-
naire est maintenue, évitant ainsi la dispersion du contenu cytoplasmique et l’apparition
d’une réaction inflammatoire. Les corps apoptotiques créés vont être ensuite phagocytés
par les cellules environnantes, permettant l’élimination ou le recyclage des composants
cellulaires. Lors de l’apoptose, des endonucléases qui vont fragmenter l’ADN en nucléo-
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Figure 3.2 – Balance entre MMPs et TIMPs en conditions physiologiques ou patholo-
giques.

somes de 180 à 200 paires de bases sont activées et pourront être quantifiées par différentes
méthodes d’analyse. L’apoptose fait généralement intervenir des protéines particulières
appelées caspases (pour Cystein requiring ASPartate activity proteASEs). Ces enzymes
sont présentes dans la cellule sous forme de précurseurs qui doivent être clivés pour être
activés. Parmi toutes les voies menant à l’apoptose, on en distingue classiquement deux
principales. La première, la voie mitochondriale, peut être activée par différents stimuli
intra ou extracellulaires et requière la présence de protéines appartenant à la superfa-
mille des protéines Bcl-2. La balance d’expression de ces molécules a été décrite comme
le rhéostat réglant la vie ou la mort cellulaire. Une conséquence notoire d’un ratio en
faveur de l’apoptose est la chute du potentiel mitochondrial provoquant la libération
par la mitochondrie du cytochrome C, ainsi que de diverses protéines [Smac/Diablo,
l’endonucléase G, l’AIF (pour Apoptosis Inducing Factor) et l’Apaf-1 (pour Apoptotic
Protease-Activating Factor-1)]. Le cytochrome C, l’Apaf-1 et l’ATP forment alors un
complexe nommé apoptosome qui va activer la caspase initiatrice 9 permettant à son
tour le clivage de la caspase effectrice 3 [Marchetti, 2005] (Figure : 3.3). La seconde voie
classiquement décrite est la voie passant par les récepteurs de mort comme Fas, TNFR
(pour Tumor Necrosis Factor Receptor), DR4 et DR5 (pour Death Receptor 4 and 5). Ces
récepteurs appartiennent à la superfamille des récepteurs au TNF. Quand les ligands sous
forme trimérique se lient au récepteur, celui-ci se trimérise également et recrute grâce à ses
domaines de mort (DD pour Death Domain), une molécule adaptatrice, FADD (pour Fas
Associated Death Domain). Cette dernière va activer les caspases initiatrices 8 et 10 qui
à leur tour activeront des caspases effectrices, notamment la caspase 3 [Marchetti, 2005]
(Figure : 3.3).
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Figure 3.3 – Complexité des voies apoptotiques [Marchetti, 2005].
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3.2.2 Rappels sur le récepteur Fas

Parmi tous les récepteurs impliqués dans l’apoptose, le plus étudié est le récepteur Fas
(CD95). Fas est une protéine de 45 kDa appartenant à la superfamille des récepteurs au
TNF, et se caractérise par la présence de 3 domaines riches en cystéines dans sa portion
extracellulaire ainsi que par la présence d’un DD intra-cellulaire dépourvu d’activité
enzymatique intrinsèque [Houston et O’Connell, 2004]. L’induction de l’apoptose par Fas
fait suite à son oligomérisation induite par la fixation de son ligand naturel (FasL) ou
d’un anticorps agoniste, et met en jeu un complexe multimoléculaire sous membranaire,
le DISC (pour Death Inducing Signaling Complex), permettant le recrutement rapide de
la protéine FADD aboutissant au clivage de la caspase 8 [Houston et O’Connell, 2004].
Celle-ci peut alors activer la caspase 3, soit directement par clivage, soit en activant la
voie apoptotique mitochondriale [Houston et O’Connell, 2004] (Figure :3.4).

Figure 3.4 – Voies de signalisation de Fas (domaine public).

Il existe plusieurs mécanismes intracellulaires de régulation de cette voie pro-apoptotique.
La protéine c-Flip, en empêchant l’activation de la caspase 8 par FADD, est un puissant
inhibiteur de la voie apoptotique passant par Fas. Un autre mécanisme de régulation fait
appel à l’activation de NF-ΚB (pour Nuclear Factor Kappa B), dont c-Flip augmente
par ailleurs l’activité [Kataoka et al., 2000]. Les signaux délivrés à la suite de la trimé-
risation du récepteur Fas ne se limitent pas à l’activation de l’apoptose mais peuvent
aussi engendrer un signal de prolifération cellulaire. FasL est ainsi capable d’induire la
prolifération en activant la cascade des kinases JNK (pour c-Jun-N-terminal Kinase) et
ERK (pour Extracellular signal-Regulated Kinase). Le récepteur Fas est notamment ex-
primé par les cellules T et B activées et représente une voie privilégiée de contrôle de
la réponse immune, d’une part, en éliminant les clones auto-réactifs, d’autre part, en
induisant l’apoptose des lymphocytes activés, après leur prolifération en réponse à une
stimulation antigénique [Mizuno et al., 2003].
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3.2.3 MMPs, Fas et autres récepteurs

Les MMPs peuvent interagir avec différents systèmes de récepteurs présents à la sur-
face des cellules (notamment le système Fas/FasL), permettant alors une régulation de
l’apoptose avec des effets pro- ou anti-apoptotiques. Il a par exemple été montré que
la MMP-7 pouvait entraîner la libération du FasL présent à la surface des cellules. Le
FasL libéré pourrait alors se lier au récepteur Fas des cellules environnantes et induire
ainsi leur apoptose [Powell et al., 1999]. De plus, certaines MMPs peuvent cliver les ré-
cepteurs de mort présents à la surface des cellules et ainsi, empêcher ou retarder la
mort cellulaire. Dans le contexte tumoral, via le clivage du récepteur de mort Fas, les
MMPs vont posséder un rôle anti-apoptotique, induisant alors la croissance tumorale et
un processus d’échappement vis à vis de certaines chimiothérapies [Mitsiades et al., 2001,
Strand et al., 2004, Wang et al., 2006]. La MMP-3 en clivant FasL, jouerait un rôle im-
portant dans les phénomènes de neurodégénération où, dans certaines conditions, elle re-
tarderait ou empêcherait l’apoptose des neurones [Ethell et al., 2002, Wetzel et al., 2004].
D’autres études ont montré que la MMP-9 pouvait entraîner l’apoptose des neurones
par son interaction avec une protéine appelée LRP (pour Lipoproteine receptor Related
Protein). Cette molécule, après son activation par les TPAs (pour Tissue-Plasminogen
Activators), est connue pour déclencher certaines voies intracellulaires impliquées dans
le métabolisme des lipoprotéines et la régulation des protéases et de leurs inhibiteurs
[Makarova et al., 2003, Wang et al., 2003b]. Classiquement les MMP-2 et MMP-9 vont
augmenter l’apoptose des chondrocytes hypertrophiques au cours du remodelage de la
MEC ou lors de la néoangiogenèse pendant la formation de l’os [Vu et al., 1998]. Cepen-
dant, dans un contexte tumoral, ces deux MMPs vont limiter l’apoptose des cellules can-
céreuses en augmentant la biodisponibilité du VEGF (pour Vascular Endothelial Growth
Factor), permettant ainsi la croissance de la tumeur en dégradant la MEC et en facilitant
l’angiogenèse [Bergers et al., 2000]. Enfin, ces MMPs vont également faciliter la création
de métastases [Yu et al., 2009].
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1.1 But de l’étude

Dans ce travail, nous avons utilisé le modèle de tranches de foie en culture qui conserve
les interactions cellules-cellules et cellules-matrice extracellulaire, pour étudier les mo-
difications phénotypiques des différentes cellules fibrogéniques hépatiques, à savoir les
cellules étoilées du foie (CEF) et les fibroblastes portaux (FP), observées après 1 semaine
de culture dans des tranches provenant de foies normaux, de cirrhoses hépatiques ou de
cholestases biliaires.

1.2 Introduction

Le débat concernant le remodelage et/ou la réversibilité des lésions présentes dans la
cirrhose hépatique et la fibrose biliaire reste toujours d’actualité. Des études récentes sur
les mécanismes impliqués dans la fibrose hépatique [Friedman et Bansal, 2006] tendent
à montrer que cette fibrose hépatique et peut-être même la cirrhose, seraient réversibles.
Même si des améliorations substantielles fonctionnelles et structurelles peuvent se pro-
duire dans le foie cirrhotique [Pol et al., 2004], une régression complète de toutes les
caractéristiques anatomiques semble très peu probable. En outre, il a été observé une ré-
gression de la fibrose hépatique après décompression chirurgicale chez des patients ayant
une cholestase [Hammel et al., 2001]. Les acteurs cellulaires impliqués dans le dévelop-
pement de la fibrose hépatique sont aujourd’hui clairement identifiés, et il est admis que
les CEF ainsi que les FP peuvent être à l’origine des lésions fibrotiques hépatiques. Lors
de la fibrose hépatique, ces deux populations cellulaires vont développer un phénotype
myofibroblastique en exprimant notamment l’actine α-musculaire lisse (α-ML) et en dé-
posant de grande quantité de matrice extracellulaire (MEC) [Guyot et al., 2006]. Dans
le foie normal, il n’y a pas de cellules présentant un phénotype myofibroblastique. Dans
les conditions pathologiques, l’origine et la localisation des cellules de type myofibroblas-
tique responsables du développement de la fibrose varient en fonction de la pathologie
sous-jacente. Dans le cas de la cirrhose alcoolique, la présence de myofibroblastes est dé-
montrée au niveau septal et au niveau du parenchyme hépatique et ces myofibroblastes
dérivent des CEF. Dans le cas d’une fibrose cholestatique où les myofibroblastes sont
présents autour des zones portes du foie, les myofibroblastes ont pour origine les fibro-
blastes portaux. Afin d’étudier les modifications du phénotype des cellules impliquées
dans la fibrose hépatique, nous avons utilisé le modèle de tranches de foie en culture. Ce
modèle permet de limiter le nombre d’animaux utilisés et de diminuer la complexité des
expérimentations. De plus, contrairement à la culture cellulaire dite classique, ce modèle
permet le maintien des interactions cellule-cellule et celulle-MEC.

1.3 Le modèle de tranche de foie de précision

Ce modèle permet l’obtention de tranches de tissu viables, d’épaisseur et de diamètre
reproductibles, à partir d’organes animaux ou humains. Les comparaisons inter-organes
et inter-espèces sont facilitées. De plus, l’architecture et l’hétérogénéité fonctionnelle du
tissu sont préservées. Par conséquent, les interactions cellule-cellule et cellule-MEC sont
maintenues. Enfin, ce modèle permet d’évaluer l’effet de plusieurs molécules à différentes
concentrations et à différents temps de traitement, sur des échantillons similaires.
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1.4 Historique du modèle

Le modèle de culture de tranche existe depuis longtemps mais a toujours pêché par son
manque de reproductibilité jusqu’à la mise au point en 1980 d’un "slicer" par Krumdieck
[Krumdieck et al., 1980] permettant la réalisation de tranches homogènes parallèlement
à la mise en place de conditions de culture permettant d’augmenter significativement la
viabilité in vitro des tranches de tissu (Figure 1.1).

Figure 1.1 – Slicer de Krumdieck

Cet appareil permet de réaliser des tranches de différents tissus (foie, rein, cerveau ...) en
minimisant les lésions à la surface de la tranche, permettant ainsi une meilleure survie
du tissu en culture. Il a été démontré que ce modèle permettait la conservation du
métabolisme de l’organe impliqué, mais ce n’est que très récemment qu’il a été utilisé
pour l’étude des mécanismes physiopathologiques. Des études récentes ont montré que ce
modèle été utilisable pour suivre l’activation des CEF [van de Bovenkamp et al., 2005],
les étapes précoces de la fibrose hépatique ainsi que l’effet de molécules anti-fibrotiques
[Vickers et al., 2004, van de Bovenkamp et al., 2006]. Le microenvironnement complexe
des tranches de foie a permis de tester la spécificité de toxines vis-à-vis des différents
types cellulaire hépatiques [Hagens et al., 2006] et il est aujourd’hui utilisé pour tester la
spécificité et l’efficacité de vecteurs en thérapie génique [Rots et al., 2006].

1.5 Méthodologie générale

Nous avons réalisé des tranches de foie provenant de 7 patients : du foie "subnormal"
(3 cas) prélevé à distance d’un cholangiocarcinome (1 cas), de métastases d’adénocarci-
nome du colon (1 cas), ou de zones présentant la maladie de Caroli (1 cas), et 4 foies
pathologiques, deux cirrhoses alcooliques et deux fibroses biliaires secondaires à un adé-
nocarcinome (1 cas) ou à un cholangiocarcinome (1 cas). Les tranches ont été mises en
culture pendant une semaine, puis fixées au formol et incluses en paraffine. Des coupes
de 4 μm ont été réalisées au microtome et colorées avec de l’hématoxyline-éosine pour



60 Chapitre 1

des analyses de routine. D’autres coupes ont été colorées avec du rouge Sirius pour vi-
sualiser la fibrose ou sont utilisées pour l’immunocytochimie. Nous avons pratiqué des
immunomarquages contre :

– l’actine α-ML marqueur caractéristique des myofibroblastes totalement différentiés
[Skalli et al., 1986],

– le CD34 marqueur des cellules endothéliales qui apparait lors de la disparition de
l’endothélium fenestré des sinusoïdes hépatiques [Couvelard et al., 1993],

– la K19 exprimée dans les cellules épithéliales biliaires [LeSage et al., 2001],
– le Ki-67 marqueur de la prolifération cellulaire,
– Thy-1 (CD90) molécule d’adhésion induite dans les populations de fibroblastes lors de

la réparation et/ou de la fibrose tissulaire [Dudas et al., 2009],
– le récepteur-β du platelet-derived growth factor (PDGF) marqueur précoce de l’acti-

vation des cellules fibroblastiques [Pinzani et al., 1996].

La détection des cellules apoptotiques est réalisée par la méthode TUNEL.

1.6 Résultats principaux

1.6.1 Colorations à l’hématoxyline-éosine et au rouge Sirius

Dans le foie normal avant culture, l’architecture histologique classique du foie est ob-
servée. Après culture, quelques zones nécrotiques situées sur les bords des coupes appa-
raissent, mais l’architecture histologique des zones vivantes n’est pas modifiée. Que ce
soit avant ou après culture, il n’est pas observé de dépôt anormal de collagène. Dans les
foies fibreux avant culture, la présence des signes histologiques classiques de fibrose est
observée. Cette structure de foie fibreux n’est pas modifiée après culture.

1.6.2 Disparition de l’actine α-musculaire lisse dans les myofibroblastes

Dans le foie normal avant culture, l’expression de l’actine α-ML est observée dans quelques
CEF et dans les vaisseaux du système porte hépatique. Après culture, l’expression de
l’actine α-ML n’est pas modifiée. Dans les foies fibreux avant culture, l’actine α-ML est
observée au niveau des septa fibreux dans les cas de cirrhoses alcooliques et dans les
zones portes des foies cholestatiques. Après culture, quelque soit l’étiologie, l’expression
d’actine α-ML est très réduite à l’exception des vaisseau sanguins.

1.6.3 Expression du récepteur-ß du PDGF et de Thy-1 dans les cellules
fibrogéniques, détection de l’apoptose

Dans le foie normal avant culture, le récepteur-β du PDGF et Thy-1 sont exprimés
uniquement par les fibroblastes portaux, alors qu’il n’y a pas de marquage dans le pa-
renchyme. Après culture, les fibroblastes portaux sont toujours marqués ; dans le pa-
renchyme, quelques CEF positives au récepteur-β du PDGF et à Thy-1 sont observées.
Dans les foies fibreux avant culture, l’expression du récepteur-β du PDGF et de Thy-1
est restreinte aux myofibroblastes présents dans les septa fibreux des foies cirrhotiques
et autour des canaux biliaires proliférants dans les foies cholestatiques. Après culture,
l’expression du récepteur-β du PDGF et de Thy-1 est maintenue dans les septa fibreux
des foies cirrhotiques, mais très fortement réduite dans les zones portes des foies cholesta-
tiques. Dans le parenchymes, seul quelques CEF expriment les deux marqueurs quelque
soit le type de lésions. Après culture, des cellules apoptotiques sont observées uniquement
dans les zones portes des foies cholestatiques.
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1.6.4 Expression du CD34 dans les cellules endothéliales des sinusoïdes
hépatiques

Dans le foie normal avant culture, le CD34 est exprimé dans les cellules endothéliales des
vaisseaux portes et dans les vénules terminales situées entre les zones portes et le paren-
chyme. Après culture, de nombreuses endothéliales sinusoïdales sont marquées. Dans les
tissus pathologiques avant culture, le CD34 est exprimé dans certains sinusoïdes hépa-
tiques situés à la périphérie des nodules cirrhotiques et dans le parenchyme à proximité
des zones portes dans les foies cholestatiques. Dans les premiers jours de culture, l’ex-
pression du CD34 se développe dans les sinusoïdes et après une semaine de culture, tous
les sinusoïdes hépatiques l’expriment.

1.6.5 Expression de la K19 dans les cellules épithéliales biliaires

Dans le foie normal avant culture, la K19 se trouve classiquement dans les canaux biliaires
portes et dans les cellules des ductules biliaires en périphérie des systèmes portes. Il n’est
pas observé de modifications de l’expression de la K19 après culture. Dans les foies
pathologiques avant culture, la K19 est exprimée dans les cellules épithéliales biliaires
présentes dans les septa cirrhotiques et dans les zones portes cholestatiques. Après 1
jour de culture l’expression de la K19 diminue quelque soit la pathologie. Après 2 jours
de culture, une faible expression de la K19 est observée dans les septa fibreux et le
parenchyme des foies cirrhotiques ; dans les foies cholestatiques, cette expression se situe
en périphérie des zones portes. Les cellules qui expriment alors la K19 présentent une
morphologie allongée. Après 1 semaine de culture, l’expression de la K19 est fortement
augmentée dans toutes les pathologies, comparé au niveau d’expression de la K19 après
2 jours de culture.

1.6.6 Prolifération cellulaire (Immunomarquages pour le Ki-67)

Dans le foie normal, il n’y a quasiment pas d’expression du Ki-67 avant culture et après 1
jour de culture. Après 2 jours de cultures, un nombre significatif de cellules expriment le
Ki-67 dans le parenchyme. Après 1 semaine de culture, en plus des cellules parenchyma-
teuses, le Ki-67 est aussi exprimé dans les zones portes. Dans les foies pathologiques avant
culture, des cellules exprimant le Ki-67 sont présentes dans le parenchyme et dans les
zones hépatiques endommagées quelque soit la pathologie. Tout au long de la culture„le
nombre de cellules proliférantes dans le parenchyme reste constant ; dans les septa fi-
breux des foies cirrhotiques et dans les zones portes des foies cholestatiques, le nombre
de cellules exprimant le Ki-67 augmente progressivement.

1.7 Discussion

Dans ce travail, nous avons montré que les tranches de foie de précision peuvent êtres
cultivées pendant une semaine sans apparition de signes de nécrose. La perte d’expression
de l’actine α-ML par les myofibroblastes observée dans cette étude ainsi que précédem-
ment lors d’une étude préliminaire [Clouzeau-Girard et al., 2006], pourrait être due à
une dédifférenciation des myofibroblastes qui pourraient réacquérir un phénotype quies-
cent ou alors à leur disparition par apoptose. Dans les foies cirrhotiques, l’expression
du récepteur-β du PDGF ainsi que de Thy-1 n’est pas modifiée et il n’est pas observé
d’apoptose. Ces résultats suggèrent que, dans les foies cirrhotiques, les cellules myofibro-
blastiques qui dérivent des CEF possèdent un phénotype « flexible » leur permettant de
retrouver un phenotype moins activé en conservant l’expression du récepteur-β du PDGF
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et de Thy-1 tout en perdant l’expression d’actine α-ML. Au contraire, dans les foies cho-
lestatiques, il est observé une perte de l’expression du récepteur-β du PDGF, de Thy-1 et
de l’actine α-ML, associée à la présence d’apoptose au niveau des zones portes hépatiques.
Ces résultats suggèrent qu’au niveau portal, les myofibroblastes dérivant des fibroblastes
portaux vont être éliminés par apoptose. En effet, nous avons montré que si après liga-
ture du canal cholédoque, on diminue ou abolie le stress mécanique par décompression
biliaire, on observe une induction de l’apoptose dans les fibroblastes portaux impliqués
dans la fibrose portale [Costa et al., 2003]. Lors de la mise en culture des tranches, il est
possible que la décompression induite par la réalisation des coupes induise cette apoptose
au niveau des structures biliaires. De plus, ces myofibroblastes portaux seraient plus sus-
ceptibles aux signaux pro-apoptotiques [Saile et al., 2002]. Ces résultats confirment que
les myofibroblastes présents dans les foies cirrhotiques ou dans les foies cholestatiques
se comportent différemment et ont donc très certainement pour origine des populations
cellulaires différentes. Des études expérimentales chez le rat ont montré que lorsque la
fibrose est induite par un traitement au tétrachlorure de carbone, ce sont les CEF qui
sont impliquées alors que lorsque la fibrose est provoquée par la ligature du canal cho-
lédoque, ce sont les fibroblastes portaux qui sont impliqués [Guyot et al., 2007a]. Après
acquisition d’un phénotype myofibroblastique et disparition des stimuli ayant induit cette
différenciation myofibroblastique, les CEF sont capables de moduler leur phénotype en
réacquérant un phénotype proche de leur phénotype d’origine alors que les fibroblastes
portaux vont disparaître par apoptose. Le modèle de tranches de foie de précision permet
l’étude précise de la réponse de ces sous-populations fibrogéniques aux modifications envi-
ronnementales. Il est intéressant de noter que les conditions de culture des foies normaux
induisent dans les CEF, l’expression du récepteur-β du PDGF, mais pas l’expression de
l’actine α-ML et ce, même après une semaine de culture. Ceci montre une activation
partielle des CEF. De plus, une dédifférenciation des cellules endothéliales des sinusoïdes
hépatiques est observée lors des cultures de tranche avec l’apparition de l’expression du
CD34. Ce phénomène de "capillarisation" qui est observé dans des conditions patholo-
giques [Couvelard et al., 1993] est aussi observé lors des cultures de tranches, suggèrant à
nouveau un rôle important du microenvironnement. La modification de la perfusion san-
guine dans des conditions pathologiques et la disparition total du flux sanguin en culture
de tranches peuvent êtres à l’origine de ce phénomène de "capillarisation". Enfin, une
prolifération des cellules épithéliales biliaires exprimant K19 et le Ki-67 est observée dans
les tranches de foies pathologiques en culture suggérant une réactivité particulière de ces
cellules dans les foies pathologiques comparés aux foies normaux. Cependant, la prolifé-
ration des cellules épithéliales biliaires observée en culture ne s’accompagne pas comme
in vivo, d’une prolifération des cellules fibroblastiques entourant les canaux biliaires avec
l’apparition de myofibroblastes exprimant l’actine α-ML [Tuchweber et al., 1996]. Dans
ce travail, nous avons montré que, durant le remodelage du foie en culture, le comporte-
ment des cellules myofibroblastiques impliquées dans différentes conditions pathologiques
sera différent selon qu’elles dérivent des CEF ou des fibroblastes portaux. Les CEF pou-
vant perdre l’expression de l’actine α-ML et réacquérir un phénotype plus quiescent alors
que les fibroblastes portaux disparaissent par apoptose. Des études protéomiques récentes
sur ces populations fibrogéniques suggèrent des fonctions différentes pour ces deux popu-
lations cellulaires au cours des processus de réparation hépatique, avec un rôle bien sûr
très important des myofibroblastes dans la cicatrisation hépatique [Bosselut et al., 2010].
Une analyse sur de plus nombreux cas présentant différents aspects histologiques, notam-
ment, par exemple, des cirrhoses micronodulaires versus des cirrhoses macronodulaires
[Wanless et al., 2000], serait très importante pour conforter ces observations et obte-
nir de nouvelles informations. De plus, durant cette étude, nous avons montré l’intérêt
de la culture de tranche de précision qui permet le maintien de l’organisation tridi-
mensionnelle du tissu avec la préservation des interactions cellule-cellule et cellule-MEC
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[de Bovenkamp et al., 2007], pour étudier le comportement des différentes populations
myofibroblastiques impliquées dans le développement des lésions pathologiques et le re-
modelage du tissu hépatique.
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2.1 But de l’étude

Dans cette étude, nous avons utilisé, dans les cholangiocarcinomes, une approche protéo-
mique pour identifier des protéines présentant des différences d’expression significatives
(augmentations ou diminutions) entre le tissu non-tumoral et le tissu tumoral, afin d’iden-
tifier des marqueurs précoces de la pathologie et/ou de nouvelles cibles thérapeutiques
potentielles.

2.2 Introduction

L’incidence du cholangiocarcinome qui demeure, comparé à l’hépatocarcinome, un can-
cer hépatique relativement rare, ne cesse cependant d’augmenter depuis ces 30 dernières
années [Bonney et al., 2008]. De plus, ce cancer est particulièrement présent dans des
pays où les maladies parasitaires du foie sont fréquentes [Kaewpitoon et al., 2008]. Les
cholangiocarcinomes ont pour origine les cellules épithéliales des canaux biliaires ou cho-
langiocytes. La tumeur possède une structure glandulaire constituée par les cholangio-
cytes malins qui sont entourés d’un stroma fibreux très important. La classification des
cholangiocarcinomes est faîte en fonction de la position de la tumeur dans le foie et le
long des canaux biliaires :
– Carcinomes intrahépatiques (à la periphérie des canaux biliaires),
– Adénocarcinomes hilaires (ou tumeurs de Klatskin),
– Carcinomes des canaux biliaires extra-hépatiques.
Le stroma des cholangiocarcinomes est très abondant, scléreux, avec parfois, des cal-
cifications. Le stroma peut être très extensif et devenir prépondérant par rapport aux
structures tumorales. Dans la tumeur, la présence de myofibroblastes est proportionnelle
à la quantité de matrice extracellulaire (MEC) déposée (fibrose) [Terada et al., 1996a].
Autour de la tumeur, les cellules étoilées du foie (CEF) et/ou les fibroblastes portaux vont
exprimer l’actine α-ML et se positionnent en continuité avec les myofibroblastes intra-
tumoraux [Terada et al., 1996a]. Comme cela est décrit lors des processus de réparation
qui se développent après lésion hépatique, il est aujourd’hui bien démontré que les cellules
(myo)fibroblastique (CEF, fibroblastes portaux, ...) vont sécréter la MEC et permettre
également son remodelage [Okamura et al., 2005] grâce à la sécrétion de MMPs (MMP-1,
MMP-2, MMP-3 et MMP-9) et de TIMPs (TIMPs-1 et TIMP-2) [Terada et al., 1996b].
Plus le cholangiocarcinome sera invasif, plus l’expression des MMPs et de leurs inhibiteurs
sera importante [Terada et al., 1996b]. Le stroma tumoral est de plus en plus étudié car de
nombreux travaux démontrent le rôle très important qu’il possède dans les phénomènes de
tumorisation, favorisant l’invasion tumoral et le développement de métastases. Le stroma
tumoral qui pendant longtemps n’a pas attiré l’attention des chercheurs, devient aujour-
d’hui une cible potentielle privilégiée à l’origine de nouvelles stratégies thérapeutiques
[Guyot et al., 2007b]. Pour tenter de mieux comprendre la pathogenèse de cette maladie
et les raisons pour lesquelles un stroma très important accompagne ce type de tumeur,
nous avons réalisé une analyse protéomique en comparant la tumeur au tissu non tumoral
qui l’entoure afin d’identifier des protéines potentiellement impliquées dans le dévelop-
pement et la progression tumoral. A la suite des résultats obtenus grâce à cette étude
protéomique, nous avons analysé plus particulièrement l’expression de 3 protéines : la pro-
téine 14-3-3, l’actine α-ML et la périostine. L’actine α-ML et la périostine sont exprimées
par les (myo)fibroblastes présents dans le stroma tumoral alors que la protéine 14-3-3
est exprimée par les cholangiocytes tumoraux. La protéine 14-3-3 possède un rôle de
protéine adaptatrice impliquée dans la stabilisation de p53 lors du processus d’apoptose
[Schumacher et al., 2010]. L’actine α-ML est fortement exprimée dans les tissus fibreux
et dans de nombreuses tumeurs ; dans les cancers du colon, son expression est notam-
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ment fortement corrélée avec un pronostique vital défavorable [Tsujino et al., 2007]. La
périostine est elle aussi très exprimée dans le stroma de nombreuses tumeurs et a récem-
ment été rapportée comme étant très exprimée par les (myo)fibroblastes présents dans
les cholangiocarcinomes. Elle serait par ailleurs également associée au pronostique du
cholangiocarcinome [Utispan et al., 2010].

2.3 Méthodologie Générale

Dans une cohorte de 14 patients, les échantillons tissulaires de 4 d’entre eux ont été
sélectionnés pour réaliser l’étude protéomique car ils présentaient, d’un point de vue his-
tologique, une organisation typique avec un stroma important et peu d’inflammation.
Les échantillons de protéines ont été marqués par les cyanines 3 ou 5 puis l’étude de
l’expression des protéines entre les zones tumorales et non tumorales a été réalisée pour
chaque patient après séparation par electrophorèse en 2 dimensions (2-DE). Les gels ont
été scannés et une analyse statistique de la différence d’expression d’environ 2500 spots
présents dans les gels a été effectuée grâce au logiciel Ge Healthcare DeCyder software
5.01. Les 4 gels correspondant aux 4 patients ont été analysés séparément puis les dif-
férentes données ont été associées pour réaliser une analyse globale. Les ratios finaux
entre les tissus tumoraux et les tissus non tumoraux ont été déterminés et les protéines
dont le ratio était inférieur ou supérieur à 2 ont été retenues. La significativité de cette
différence a été déterminée par un test-T sur les log ratio des échantillons. Les résultats
obtenus ont été comparés aux résultats obtenus avec un autre logiciel (Progenesis Sa-
meSpot software version 3.2, non linear dynamics). Les différence significatives ont été
exprimées entre les tissus tumoraux et non tumoraux avec un risque d’erreur de 1%,
une puissance d’au moins 80% et s’ils étaient présents sur l’ensemble des gels. Les spots
correspondant aux protéines exprimées de façon différente (avec les critères statistiques
mentionnés ci-dessus) entre les zones tumorales et non tumorales ont été récupérés puis
digérés afin d’identifier les protéines par spectrométrie de masse. L’expression de 3 pro-
téines particulières (l’actine α-ML, la périostine et la protéine 14-3-3) a été analysée sur
les 14 patients par immunohistochimie. L’expression de la périostine a également été
étudiée par western blot.

2.4 Résultats principaux

2.4.1 Expression différentielle des protéines

Dans cette étude, 172 spots de protéines montraient une variation significative lors de
l’analyse sur gel. Parmi eux, 49 spots représentant 70 protéines étaient sur-exprimés dans
la tumeur par rapport au tissu non tumoral. Parmi les 123 spots montrant une expression
diminuée, 51 spots correspondant à 68 protéines ont été analysés.

2.4.2 Protéines sous-exprimées

Beaucoup des protéines sous-exprimées dans les cholangiocarcinomes sont déjà connue
comme étant sous-exprimées dans d’autres tumeurs et notamment, les carcinomes hépa-
tocellulaires.
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2.4.3 Protéines sur-exprimées

Les protéines sur-exprimées dans les cholangiocarcinomes comparées au tissu non tumoral
peuvent êtres classées en 3 groupes distincts :

– les protéines du cytosquelette,
– les protéines impliquées dans l’apoptose ou la survie cellulaire,
– les protéines impliquées dans le métabolisme cellulaire.

Parmi toutes les protéines identifiées, plusieurs sont déjà connues comme étant sur-
exprimées dans plusieurs types de tumeurs et notamment, les carcinomes hépatocellu-
laires. L’analyse protéomique confirme que certaines protéines comme l’actine α-ML et la
périostine sont bien sur-exprimées dans le stroma tumoral. D’autres protéines, comme la
protéine 14-3-3 qui est impliquée dans la survie cellulaire, sont également sur-exprimées.
Leur étude pourrait permettre de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le
développement des cholangiocarcinomes et pourrait conduire à l’élaboration de nouvelles
cibles thérapeutiques.

2.4.4 Immunohistochimie

Confirmant l’analyse protéomique, nous avons montré que l’expression de l’actine α-ML,
de la protéine 14-3-3 et de la périostine est très importante dans le tissu tumoral. Dans
la tumeur, la protéine 14-3-3 est exprimée uniquement par les cholangiocytes tumoraux.
Dans le tissu non tumoral, certains cholangiocytes l’expriment également mais plus fai-
blement. L’actine α-ML est très fortement exprimée par les myofibroblastes présents dans
le stroma autour de la tumeur, mais également par les myofibroblastes infiltrés dans la
tumeur. Dans le tissu non tumoral, l’actine α-ML est très peu exprimée. Son expression
est classiquement retrouvée dans les cellules musculaires lisses vasculaires, notamment
autour des veines centrilobulaires et autour des veines et des artères portales. La péri-
ostine qui est une protéine de la MEC est très présente à proximité des myofibroblastes
présents dans le stroma péri-tumoral et entre les cholangiocytes tumoraux. La périos-
tine n’est pas exprimée dans le tissu non tumoral. Des doubles marquages pour l’actine
α-ML et la périostine montre une colocalisation au niveau des myofibroblastes péri- et
intra-tumoraux.

2.5 Discussion

Dans cette étude, nous avons comparé les protéines exprimées dans la tumeur et dans le
tissu non tumoral prélevé à distance de la tumeur. Les cholangiocarcinomes étant des tu-
meurs relativement rare et les échantillons à disposition étant peu nombreux, nous avons
décidé de réaliser cette étude sur des échantillons présentant des critères histologiques
typiques. L’analyse sur gel 2D a montré, pour les 4 patients étudiés, une large gamme
de protéines exprimées de façon différente dans les zones tumorales et non tumorales.
Nos résultas ont confirmé pour certaines de ces protéines, des observations déjà réali-
sées dans des modèles expérimentaux ou d’autres tumeurs comme les cancers du colon
ou les hépatocarcinomes [Kim et al., 2006, Rousseau et al., 2007, Ioannou et al., 2007,
Loilome et al., 2006]. La majorité des protéines sur-exprimées dans la zone tumorale sont
des protéines du cytosquelette ou impliquées dans le métabolisme, l’apoptose ou la survie
cellulaire. Les protéines sous-exprimées sont quant à elles majoritairement des protéines
impliquées dans le métabolisme cellulaire. Parmi les protéines sur-exprimées, la sous unité
ribosomale P0 est impliquée dans la prolifération du cancer du sein [Chang et al., 2008],
l’alpha-actinine 4, l’annexine V, le facteur d’élongation 1 delta et l’ezrine sont impliquées
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dans le développement des hépatocarcinomes [Nishiyama et al., 1990, Fella et al., 2005,
Shuda et al., 2000, Zhang et al., 2006]. Nous avons montré pour la première fois que la
protéine 14-3-3 et la périostine sont fortement exprimées dans les cholangiocarcinomes.
La protéine 14-3-3 joue un rôle dans la régulation du cycle cellulaire et la suppression
de l’apoptose [Masters et al., 2001, Fan et al., 2007] et pourrait peut-être constitué un
marqueur permettant d’évaluer l’évolution de la tumeur. De plus, la protéine 14-3-3
sigma peut être sécrétée via des exosomes et induire l’expression des MMP-1 et MMP-3
qui participent à la migration cellulaire et augmentent le pouvoir invasif de la tumeur
[Chavez-Muñoz et al., 2008]. La périostine est connue comme étant exprimée dans le
stroma des mélanomes [Tilman et al., 2007] et des cancers du colon [Bao et al., 2004].
Nous avons montré que la périostine est exprimée de façon très importante dans le
stroma des cholangiocarcinomes par les myofibroblastes. Des études récentes ont mon-
tré que la périostine pouvait induire la migration cellulaire et la transition épithélio-
mésanchymateuse dans des cellules cancéreuses pancréatiques [Kanno et al., 2008]. De
plus, un taux élevé de périostine est présent dans le sérum des patients souffrant de
cancer du thymus ou de cancer du sein avec métastase osseuse [Sasaki et al., 2003]. La
détection de la périostine et d’autres molécules sur-exprimées comme la protéine 14-3-3
pourrait être éventuellement utile pour suivre l’évolution d’une tumeur, et notamment
des cholangiocarcinomes.

Aujourd’hui, les cholangiocarcinomes ont une incidence en très nette augmentation et
toute la difficulté réside dans le diagnostique précoce de la maladie. Dans cette étude,
nous avons mis en évidence un certain nombre de protéines qui pourraient avoir un rôle
dans le développement et la progression des tumeurs. Certaines de ces protéines forte-
ment exprimées dans les zones tumorales au niveau des cholangiocarcinomes, sont égale-
ment retrouvées dans d’autres types de cancers et pourraient éventuellement devenir de
nouveaux marqueurs biologiques. Bien sûr, des études complémentaires sont nécessaires
pour établir des corrélations entre l’expression de ces protéines et le développement ou
le pronostique de la maladie.
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3.1 But de l’étude

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux mécanismes impliqués dans la répara-
tion du système nerveux central (ou SNC). Nous avons plus particulièrement étudié les
rôles joués par les astrocytes et les processus mis en jeu lors de leur activation. Plus préci-
sément, les effets de l’activation de la voie Fas sur la mort, et la prolifération astrocytaire,
ainsi que sur la sécrétion des MMP-2 et -9 et de TIMP-1, ont été analysés.

Lors de cette étude, nous avons mis en place deux modèles de lésion du SNC :
– D’une part, un modèle in vitro de culture d’astrocytes de rats activés ou non par du

lipopolysaccharide (LPS) ; dans ce travail, nous avons également séparé différentes po-
pulations d’astrocytes à l’aide d’une technique de tri par fractionnement par couplage
flux/force de sédimentation (SdFFF).

– D’autre part, un modèle in vivo de lésion contrôlée du cortex cérébral chez le rat
dont nous avons testé la reproductibilité grâce à la mise en place de tests fonction-
nels. De plus, ce modèle in vivo a été développé pour tester différentes substances
présentant éventuellement des effets neuroprotecteur et/ou neurorégénérateur en in-
teragissant avec des molécules comme le TGF-β qui est connu pour son action sur la
MEC, notamment au niveau du système MMPs/TIMPs.

3.2 Introduction

Qu’elles soient d’origine traumatique, neurodégénérative (maladie d’Alzheimer et mala-
die de Parkinson) ou ischémique, les lésions du système nerveux central (SNC) consti-
tuent chez l’Homme une importante source de mortalité et de morbidité. Parmi ces
différentes lésions, celles d’origine traumatique représentent la principale cause de décès
chez l’enfant et le jeune adulte [Ghajar, 2000]. Par ailleurs, on considère qu’environ 150
000 personnes sont touchées chaque année en France par un traumatisme crânien néces-
sitant une prise en charge spécifique. Les lésions traumatiques du cerveau constituent
donc un enjeu scientifique, médical et socio-économique considérable pour les sociétés
modernes [Ghajar, 2000]. Cependant, notre compréhension incomplète des processus de
gliose réactionnelle qui permettent le maintien de l’intégrité du tissu lésé mais inhibent la
repousse axonale, constitue un frein important au développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques.

3.2.1 Les cellules du système nerveux central

Les cellules composant le SNC sont classées en deux groupes distincts, les neurones et
les cellules gliales (la névroglie). Ces dernières sont elles-mêmes subdivisées en 4 types
de cellules : les oligodendrocytes, les cellules épendymaires, les cellules microgliales (ou
microglie) et enfin les astrocytes.

Les neurones

Les neurones se distinguent des autres cellules de l’organisme par leur capacité unique à
donner naissance à des informations et à les transmettre rapidement sur de grandes dis-
tances. Les neurones représentent environ 10 % des cellules totales du SNC. Ils possèdent
quatre éléments constitutifs : les dendrites, le soma, l’axone, et les terminaisons synap-
tiques. Les dendrites reçoivent l’information venant d’autres neurones et la conduisent
vers le soma. Le soma intègre l’information venant de ses multiples dendrites et émet un
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influx électrochimique. Ces influx sont transportés le long de l’axone jusqu’aux termi-
naisons synaptiques, ou jonctionnelles, qui entrent en contact avec d’autres neurones ou
avec d’autres effecteurs tels que les muscles ou le système endocrinien.

Les cellules gliales

Les cellules gliales sont indispensables au maintien de l’environnement biochimique des
neurones. Ainsi, les cellules gliales maintiennent le pH et l’osmolarité des liquides ex-
tracellulaires. De plus, elles améliorent la conduction axonale des influx électrochimiques,
modulant la neurotransmission au niveau des jonctions synaptiques, et facilitent la ré-
génération des nerfs après des lésions nerveuses périphériques, notamment en guidant
l’axone lors d’une repousse et en réorganisant le réseau neuronal.

La microglie

La microglie (ou microgliocytes) représente approximativement 13 % des cellules du SNC.
Ce sont de petites cellules qui appartiennent à la famille des macrophages. Quand le tissu
du SNC est lésé, les cellules microgliales migrent vers la région atteinte où elles prolifèrent
et phagocytent les débris cellulaires.

Les cellules épendymaires

Ce sont des cellules épithéliales situées dans les ventricules. Certaines d’entre elles forment
des structures anatomiques appelées les plexus choroïdes synthétisant ainsi le liquide
céphalo-rachidien LCR. La surface des cellules épendymaires est constituée de petits
prolongements cytoplasmiques, des cils, dont le battement favorise le déplacement du
LCR.

Les oligodendrocytes

Les oligodendrocytes sont des cellules gliales hautement spécialisées, formant la gaine de
myéline qui entoure les axones du SNC. Les oligodendrocytes représentes environ 32 %
des cellules du SNC. Ils se trouvent dans tous les principaux faisceaux de fibres du SNC.
Chaque oligodendrocyte possède plusieurs prolongements, dont chacun isole une petite
portion d’un seul axone, optimisant ainsi la conduction de l’influx nerveux.

Les astrocytes

Les astrocytes possèdent de nombreux prolongements ramifiés qui leur donnent un as-
pect étoilé et ils représentent environ 45 % des cellules du SNC. Les astrocytes sont
en contact avec les autres types cellulaires par le biais de pieds astrocytaires et se re-
joignent fréquemment pour former une barrière secondaire qui isole un peu plus le SNC
des autres tissus. Les « pieds » couvrent également les cellules endothéliales de la plupart
des vaisseaux du parenchyme cérébral et forment avec les capillaires sanguins la barrière
hémato-encéphalique (BHE). Les astrocytes présentent 3 principales caractéristiques.
Tout d’abord, ils contiennent des filaments intermédiaires particuliers, les gliofilaments,
groupés en faisceaux, et composés d’une protéine spécifique des astrocytes (dans le cer-
veau) : la GFAP ("glial fibrillary acidic protein" ou protéine acide gliofibrillaire). Ensuite,
les astrocytes présentent des grains de glycogène, absents des autres cellules nerveuses, et
qui sont disséminés dans le corps cellulaire et les prolongements astrocytaires. Enfin, ils
présentent des jonctions inter-astrocytaires de type "gap" qui permettent la signalisation
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intercellulaire via des canaux jonctionnels. Ces jonctions sont le support anatomique des
réseaux astrocytaires. Les astrocytes jouent un rôle de soutien architectural et de main-
tien de l’homéostasie des neurones. Ils interviennent également lors de la transmission
synaptique et jouent un rôle important de filtration au niveau de la BHE. Ils interagissent
avec les méninges et contrôlent la qualité du LCR. Enfin, ils jouent un rôle important
lors de la réparation des lésions du SNC.

3.2.2 Physiopathologie du traumatisme crânien

Les traumatismes crâniens sont provoqués principalement par des chutes, des accidents
domestiques ou des accidents de la route, ces derniers étant responsables à eux seuls
chaque année de 3 à 5 000 cas de traumatismes graves en France [Ghajar, 2000]. Lorsqu’ils
ne sont pas mortels, ces traumatismes entraînent des séquelles de nature et de gravité
très variées, comme des déficits cognitifs (problèmes de langage, pertes de mémoire...),
moteurs ou émotionnels. Ainsi, 20 à 30 % des patients gardent des séquelles permanentes
ne leur permettant pas un retour à une qualité de vie normale [Thornhill et al., 2000].
Les lésions induites par un traumatisme crânien sont très hétérogènes et particulière-
ment dynamiques et peuvent engendrer de nombreux processus physiopathologiques. En
effet, les atteintes primaires, induites au moment de l’impact, sont généralement suivies
de nombreux dommages secondaires. Parmi ces lésions secondaires, il peut y avoir for-
mation d’une dépolarisation anormale engendrée par un afflux massif d’ions entraînant
l’apparition d’un œdème. Il en résulte une forte libération d’acides aminés excitateurs
qui peut induire des phénomènes d’excitotoxicité. D’autres processus peuvent être ob-
servés comme une rupture de la BHE ainsi que des phénomènes ischémiques. Ces mé-
canismes, dits secondaires, conduisent à la mort neuronale ainsi qu’à l’activation des
cellules de la microglie et des cellules astrocytaires (pour revue : [Jain, 2008]. Ces phéno-
mènes contribuent à la réduction du volume du tissu cérébral et au développement d’une
gliose réactionnelle, processus qui sont généralement considérés comme les principaux
facteurs responsables des déficits neurologiques observés à la suite d’un traumatisme
crânien [Faden, 2002].

3.2.3 Gliose réactionnelle

De nombreuses données expérimentales ont permis de définir le phénomène de gliose
réactionnelle comme un processus présentant 4 caractéristiques [Sofroniew, 2009]. Pre-
mièrement, la gliose réactionnelle est caractérisée par une phase de modifications fonc-
tionnelles des astrocytes s’exprimant à l’échelle moléculaire, comme une augmentation de
l’expression de la GFAP, ou cellulaire et apparaissant en réponse à toute forme de lésion
ou de maladie du SNC [Pekny et Nilsson, 2005]. Deuxièmement, les changements subis
par les astrocytes réactifs varient avec la sévérité de la lésion, allant de simples altérations
au niveau moléculaire à des hypertrophies cellulaires, voire, dans des cas beaucoup plus
graves, à une prolifération et à la formation d’une cicatrice. Troisièmement, les change-
ments de la gliose réactionnelle sont régulés de manière spécifique au contexte par des
signaux intra- et intercellulaires. Enfin, les changements subis lors de la gliose réaction-
nelle peuvent altérer l’activité des astrocytes autant par des gains que par des pertes
de fonctions, induisant des effets bénéfiques ou délétères sur les cellules environnantes
[Sofroniew, 2009]. Bien que le rôle fonctionnel de cette réaction astrocytaire ne soit pas
complètement élucidé, on considère généralement qu’elle pourrait constituer une tenta-
tive de rétablissement de l’intégrité du tissu cérébral en isolant la région endommagée
par sécrétion excessive de MEC [Sofroniew et Vinters, 2010]. En effet, les astrocytes ac-
tivés participent à la phagocytose des débris cellulaires issus de la lésion et comblent
les espaces extracellulaires vides résultant de la dégénérescence des cellules neuronales
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et gliales. Cependant, cet environnement post-lésionnel constitue également une barrière
physique empêchant la migration du cône de croissance et une barrière chimique inhi-
bant l’élongation axonale. Le phénomène de gliose réactionnelle s’oppose donc également
à la réparation neuronale et entrave ainsi la restauration des fonctions physiologiques
altérées par la lésion [McGraw et al., 2001]. Une meilleure connaissance des processus de
remodelage du tissu cicatriciel pourrait par conséquent permettre de définir de nouvelles
approches thérapeutiques pour améliorer le traitement des traumatismes du SNC.

3.2.4 Métalloprotéases matricielles

Les métalloprotéases matricielles (MMPs) (Voir Partie I, Chapitre 4) constituent une
famille multigénique d’endopeptidases dépendantes du zinc et du calcium dont on dé-
nombre aujourd’hui 26 membres [Nagase et al., 2006]. La plupart des MMPs est sécrétée
sous forme de zymogènes inactifs ou pro-enzymes qui sont activés par des protéases ou
d’autres MMPs. Dans les tissus, l’activité protéolytique des MMPs est contrôlée par
les TIMPs (« tissue inhibitors of metalloproteinases ») qui constituent une famille de
4 membres (TIMP1, 2, 3 et 4). Les MMPs contrôlent par clivage protéolytique la for-
mation de certains composants de la MEC parmi lesquels le collagène, la laminine, les
protéoglycanes ainsi que l’activité de molécules membranaires ou solubles impliquées
dans la transmission des signaux intracellulaires telles que des cytokines, des facteurs
trophiques, des protéines d’adhésion et différents récepteurs. Les MMPs ont une distri-
bution large au sein de l’organisme et elles permettent un contrôle de l’environnement
péricellulaire en assurant par exemple le remodelage du tissu cicatriciel au niveau der-
mique, rénal ou hépatique [Desmoulière et al., 2003]. Le système des MMPs et des TIMPs
est ainsi notamment impliqué dans la prolifération cellulaire, la différenciation, l’angio-
génèse et l’apoptose [Mannello et Gazzanelli, 2001]. Au sein du SNC, 4 MMPs ont été
identifiées (la MMP-2, la MMP-3, la MMP-7 et la MMP-9), les plus étudiées étant la
MMP-2 (gélatinase A) et la MMP-9 (gélatinase B) du fait de leur large distribution
[Rosell et Lo, 2008]. Ces MMPs dégradent spécifiquement le collagène de type IV, la la-
minine et la fibronectine, principaux constituants de la membrane basale des vaisseaux
sanguins. Elles sont sécrétées sous forme pro-MMPs par les cellules endothéliales, les as-
trocytes et les neurones. La concentration des TIMPs dépasse généralement de loin celle
des MMPs dans les tissus et les liquides extracellulaires, limitant de ce fait leur activité
protéolytique. Il se forme ainsi une balance entre l’activité des MMPs et des TIMPs qui
détermine le potentiel de dégradation de la MEC. Les variations d’expression de ces mo-
lécules permettraient par ailleurs la mise en place de certaines structures du cerveau au
cours du développement comme le cervelet [Vaillant et al., 1999] et pourraient être im-
pliquées dans les processus de plasticité neuronale [Galko et Tessier-Lavigne, 2000]. Des
données croissantes indiquent en outre que les MMPs sont surexprimées dans diverses
pathologies cérébrales, notamment lors des traumatismes crâniens. En effet, in vitro, il
a été montré une augmentation de la sécrétion de la MMP-2 et de la MMP-9 dans des
cultures corticales après simulation d’une lésion mécanique [Wang et al., 2002]. In vivo,
chez le rat immature, l’utilisation d’inhibiteurs de la MMP-2 atténue sensiblement les
lésions cérébrales traumatiques d’une manière dose-dépendante [Sifringer et al., 2007].
Chez l’Homme, une augmentation des concentrations de la MMP-2 et de la MMP-9 est
observée dans le liquide céphalorachidien ainsi que dans le compartiment plasmatique
suite à un traumatisme crânien [Vilalta et al., 2008].
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3.2.5 Transforming Growth Factor-β

Le Transforming Growth Factor-β (TGF-β) est un facteur de croissance qui joue un
rôle pléiotrope au sein de l’organisme [Javelaud et Mauviel, 2004] et qui est impliqué
dans de nombreux processus physiologiques essentiels comme le développement embryon-
naire, la réparation tissulaire, la différenciation ou encore le contrôle de la croissance
cellulaire [Böttner et al., 2000]. Il existe trois isoformes du TGF-β (TGF-β1, TGF-β2 et
TGF-β3) codées par trois gènes distincts. Les réponses cellulaires aux différents membres
de la famille du TGF-β sont initiées par des récepteurs membranaires de types sérine-
thréonine kinase qui activent en aval les facteurs de transcription de la famille Smad
[Javelaud et Mauviel, 2004]. D’un point de vue fonctionnel, l’implication de ces 3 iso-
formes a été montré dans des pathologies telles que la fibrose [Varga, 2002], les maladies
neurodégénératives [Flanders et al., 1998] ou la carcinogenèse [de Caestecker et al., 2000].
Néanmoins, le TGF-β1 semble plus particulièrement impliqué dans les processus physio-
pathologiques post-lésionnels [Krieglstein et al., 2002]. Dans le SNC, le TGF-β1 peut être
secrété par les astrocytes, les oligodendrocytes et les cellules de la microglie ; il est généra-
lement stocké sous une forme latente dans la matrice extracellulaire [Lesné et al., 2002].
Dans la physiopathologie du traumatisme crânien, son implication à été mise en évi-
dence dans les phénomènes inflammatoires en permettant l’activation des cellules de
la microglie [Lesné et al., 2002]. Il participe aussi aux mécanismes de réparation tissu-
laire en favorisant l’activation des astrocytes ainsi que leur migration au sein du tissu
vers la zone lésée. Une autre fonction importante du TGF-β1 est de réguler l’expres-
sion des protéines de la MEC au niveau du site de la lésion en inhibant la production
des MMPs et en augmentant l’expression d’inhibiteurs de protéases comme les TIMPs
[Verrecchia et Mauviel, 2002, Brionne et al., 2003]. Le TGF-β1 augmente ainsi le dépôt
de MEC, composé principalement de protéoglycanes sécrétés par les astrocytes activés,
favorisant par conséquent la formation de la cicatrice gliale [Moon et Fawcett, 2001].
Un effet neuroprotecteur est par ailleurs également attribué au TGF-β1. Des études
montrent en effet qu’il joue un rôle de protection au niveau des neurones glutama-
tergiques lors de phénomènes d’excitotoxicité en modulant l’expression des récepteurs
de type NMDA [Buisson et al., 1998, Docagne et al., 2003]. Il joue aussi un rôle anti-
apoptotique en diminuant la présence des récepteurs dits de mort cellulaire tels que le
récepteur Fas [Stuart et al., 2004].
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3.3 Etude in vitro

3.3.1 Matériel et Méthodes

Animaux

Les animaux utilisés lors des prélèvements de tissu cérébral appartiennent à la souche
Sprague Dawley (élevage Despres, France). Les manipulations sur les rats ont été réalisées
conformément à la réglementation en vigueur définie par le ministère de l’agriculture et
la direction des services vétérinaires.

Culture cellulaire

Les animaux nouveau-nés sont sacrifiés 3 jours après leur naissance (P3) par décapitation.
Le cortex est prélevé (Figure 3.1) sur les différentes coupes de cerveau, puis stocké dans
du milieu HBSS.

Figure 3.1 – Technique de prélèvement du cortex. Photos de l’Institut Paul Scherrer
(Suisse) adaptées pour le manuscrit.

Les cortex sont dissociés mécaniquement et les cellules sont ensemencées dans 15 mL
de milieu de culture (DMEM, Invitrogen, USA) supplémenté avec 10 % sérum de veau
fœtal, 1 % L-glutamine, 1 % acides aminés non essentiels et 1 % penicilline/streptomycine
dans des flasques de 75cm2 (F75, Nunc, USA) à la concentration de 33.103 cellules/mL,
soit 500.103 cellules/flasque. Les flasques sont incubées à 37̊ C avec 5 % de CO2 sous
atmosphère humide. Les flasques sont agitées 45 min chaque jours afin de décoller les
cellules les moins adhérentes comme les neurones, la microglie et les oligodendrocytes
dans le but d’enrichir les cultures en astrocytes. Le milieu est changé une fois par semaine
jusqu’à confluence [Taylor et al., 2007].

Séparation des sous populations d’astrocytes par SdFFF

Après séparation, la population totale (passage des cellules dans l’appareil sans réalisation
du tri) et les différentes fractions (F1, F2 et F3) (Figure 3.2) sont remises en culture de
la même manière que pour les cellules cultivées sans séparation (Annexe A).
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Figure 3.2 – Fractogramme type obtenu lors du passage des échantillons en SdFFF.
Schématisation des fractions récupérées après SdFFF.

Traitements

Les cellules sont traitées 24 h avec un anticorps agoniste du récepteur Fas (clone JO2, BD
Pharmingen, Paris, France) à la concentration de 20 ng/mL. La simulation du contexte
lésionnel in vitro est effectuée en traitant les cellules avec du LPS à la concentration
de 150 ng/mL (LPS, Sigma-aldrich, France). Cette activation des cultures astrocytaires
par le LPS mime, au moins partiellement, l’activation des astrocytes présente lors d’une
lésion du SNC.

Tests de viabilité

Les cellules sont ensemencées en plaques 96 puits à la concentration de 10 000 cel-
lules/puits, puis cultivées pendant une semaine. La viabilité cellulaire a été évaluée
en utilisant un test XTT ((sodium 3’-[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis(4-
methoxy-6-nitro) benzene sulfonic acid hydrate) (Roche applied science, Meylan, France)
en suivant les recommandations du fournisseur. Le test est basé sur la capacité métabo-
lique des cellules vivantes à réduire le sel de tetrazolium en formazan, composé soluble
détectable grâce à un spectrophotomètre à la longueur d’onde de 450 nm. L’intensité de
la coloration est directement proportionnelle au nombre de cellules viables et ce test peut
donc être également utilisé pour évaluer la prolifération cellulaire [Mosmann, 1983].

Analyse de la mort cellulaire

L’apoptose des cellules a été mesurée grâce au dosage des nucléosomes cytoplasmiques
solubles présents dans les cellules apoptotiques. Pour cela, le kit Cell Death Detection
ELISA PLUS (Roche Applied Science) a été utilisé selon les recommandations du four-
nisseur.
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Test de plaie in vitro

Les tests de plaie in vitro ont été réalisés en pratiquant des scratchs dans un tapis
cellulaire à confluence ou grâce à des inserts en silicone ibidi c© (Biovalley, Marne-la-
Vallée, France) comme décrit par le fournisseur.

Immunocytochimie

Une fois les cellules arrivées à confluence, les cellules sont remises en culture dans des
microplaques de 48 puits (Nunc, USA) contenant des lamelles de verre de 10 mm de
diamètre à raison de 60.103 cellules/mL. Après 1 semaine de culture, les cellules sont
traitées pendant 24 h puis fixées 30 min à température ambiante avec du paraformaldé-
hyde (Sigma-Aldrich, France) préparé à 4 % w/v dans du PBS 1X. Puis 2 h de saturation
avec du PBS 1X 3 % BSA sont effectuées. Les cellules sont ensuite incubées dans la BSA
4 % pendant une nuit à 4̊ C avec un anticorps primaire dilué à la concentration de travail
conseillée par le fournisseur (Table 3.1).

Ac Anti- Dilution Espèce Clone Cible Fournisseur
TIMP-1 1/100 Lapin H-150 TIMP-1 Santa Cruz

GFAP 1/2000 Lapin - Astrocytes Dako-
Cytomation

GFAP 1/500 Souris - Astrocytes Invitrogen
Actine α-
musculaire
lisse

1/2000 Souris - Myo-
fibroblastes Sigma

MMP-2 1/200 Souris MMP-
2/8B4 MMP-2 Abcam

MMP-9 1/500 Lapin - MMP-9 Abcam

O4 1/1000 Souris O4 Oligo-
dendrocytes R&D

β-Tubuline
III 1/2000 Souris 5G8 Neurones Promega

F4/80 1/200 Rat CI :A3-1 Microglie Biolegend

Table 3.1 – Anticorps primaires utilisés pour l’immunocytochimie.

L’anticorps primaire est retiré. Les cellules sont incubées 2 h à température ambiante
avec les anticorps secondaires (Alexa fluor 594 : fluorescence rouge et Alexa fluor 488 :
fluorescence verte, Molecular Probes Invitrogen, USA) selon les recommandations du
fournisseur. Un contre marquage nucléaire au 4’,6’-Diamidino-2-Phénylindole dihydro-
chloride (DAPI, Sigma-Aldrich, France) à 1 μg/mL est effectué. Les lames sont montées
avec du milieu de montage pour fluorescence (fluorescent mounting medium, DakoCyto-
mation, USA). L’analyse des résultats s’effectue sous un microscope à fluorescence (Leica,
Allemagne), et l’acquisition des images est réalisée grâce à une caméra numérique et au
logiciel informatique d’acquisition Pixia. Le comptage standardisé des différentes popu-
lations sur chaque lamelle est effectué à raison de trois champs par lamelle. Le traitement
des résultats obtenus est réalisé grâce au logiciel de traitement d’images The Gimp (GNU
Image Manipulation Program).
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Western blot

Une fois les cellules arrivées à confluence, les cellules sont remises en culture dans des
microplaques de 6 puits à raison de 100.103 cellules/mL. Après 1 semaine de culture,
les cellules sont traitées pendant 24 h puis l’extraction des protéines est réalisée. La
détection des MMP a été réalisée sur gel SDS-PAGE. Les concentrations des gels de
concentration et de migration sont respectivement de 4 % et 12 %. Les protéines ont été
transférées sur membrane de PVDF. Le transfert et la charge sont contrôlés par le rouge
Ponceau. La membrane est ensuite incubée avec les anticorps primaires décrits dans la
Table 3.2.

Ac Anti- Dilution Espèce Clone Cible fournisseur
MMP-2 1/200 Souris MMP-2/8B4 MMP-2 Abcam
MMP-9 1/500 Lapin - MMP-9 Abcam

Table 3.2 – Anticorps primaires utilisés pour le Western Blot.

Les membranes sont incubées 1 h 30 à température ambiante avec l’anticorps secondaire
couplé à l’HRP (HorseRadish Peroxidase, Table 3.3).

Ac Anti Dilution Espèce Clone Cible fournisseur
Lapin 1/2000 Chèvre - Anticorps de lapin DakoCytomation
Souris 1/1000 Chèvre - Anticorps de souris DakoCytomation

Table 3.3 – Anticorps secondaires.

La détection a été effectuée avec l’ECL Plus detection kit (Amersham Biosciences, Frei-
burg, Germany) comme décrit par le fournisseur.

Analyse statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant les logiciels PAST (PAlaeontological
STatistics) et Sigma Stats (SPSS, USA). Les moyennes de chaque condition ont été
comparées entre elles en utilisant le test statistique approprié.

3.3.2 Résultats

Caractérisation des cultures primaires d’astrocytes

Afin de déterminer la proportion de chaque type cellulaire présent dans les cultures pri-
maires, nous avons réalisé une révélation immunocytochimique avec les différents mar-
queurs caractéristiques des cellules composant le cortex cérébral : la β-tubuline III (neu-
rones), la GFAP (astrocytes), F4/80 (la microglie) et O4 (les oligodendrocytes). Nous
avons ensuite déterminé le pourcentage de chaque population par rapport au nombre
total de cellules présentes.

Le pourcentage de cellules de la névroglie classiquement présent dans le cerveau est d’en-
viron 90 % avec environ 50 % d’astrocytes. Après 3 semaines de culture sous agitation
régulière (45 min par jour), nous obtenons une population d’astrocytes représentant en-
viron 85 % des cellules totales (Figure 3.3). Nous avons donc un enrichissement qui va
nous permettre de nous assurer que les résultats obtenus lors des manipulations ulté-
rieures sont majoritairement représentatifs de la population astrocytaire.
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Figure 3.3 – Pourcentage des différents types cellulaires présents dans les cultures pri-
maires d’astrocytes de rats après 3 semaines de remise en culture sous agitation.

Apoptose dans les cultures primaires

Nous avons procédé au traitement des culture astrocytaires avec un anticorps agoniste
de la la voie pro-apoptotique Fas. En premier lieu, nous avons vérifié la réponses des
cultures à l’activation de cette voie ainsi qu’à l’activation des astrocytes par le LPS
(Figure 3.4).

Figure 3.4 – Quantification de l’apoptose dans les cultures primaires après activation
de la voie Fas par un anticorps agoniste JO2 (20 ng/mL) et/ou activation astrocytaire
par le LPS (150 ng/mL).

Nous n’avons pas enregistré de modifications significatives de l’apoptose dans nos cultures
quelque soit le traitement. Dans nos conditions, aucune induction de l’apoptose n’est donc
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observée.

Prolifération astrocytaire

Nous avons ensuite étudié la viabilité que nous avons corrélée à la prolifération (Figure
3.5). L’activation de la voie Fas entraîne une augmentation significative de la prolifération

Figure 3.5 – Test de prolifération astrocytaire dans les cultures primaires après activa-
tion de la voie Fas par un anticorps agoniste JO2 (20 ng/mL) et/ou activation astrocytaire
par le LPS (150 ng/mL). ** p<0,05 vs control, *** p<0,001 vs control

astrocytaire. Nous avons également observé, comme cela est décrit dans la littérature, une
augmentation significative de la prolifération astrocytaire après traitement par le LPS.
Lors de l’activation concomitante des deux voies, cette augmentation de la prolifération
est aussi présente ; cependant, nous n’avons pas observé de différence significative entre
les différents traitements.

Expression des MMPs et de TIMP-1

Nous avons ensuite étudié la modification de l’expression de la MMP-2, de la MMP-9 et
de TIMP-1, les 3 acteurs majeurs du remodelage matriciel au cours de la réparation du
SNC.

Localisation cytoplasmique Nous avons tout d’abord regardé si l’activation de la
voie Fas et le traitement par le LPS pouvait modifier la localisation cytoplasmique de ces
3 molécules.

Quelque soit le traitement, nous n’avons pas enregistré de modification de la localisation
cytoplasmique de la MMP-2, de la MMP-9 et de TIMP-1 que se soit en immunofluores-
cence classique (Figure 3.6) ou en microscopie confocale (données non montrées).

Expression de la MMP-2 et de la MMP-9 Nous avons ensuite réalisé des western
blots pour étudier plus précisément l’expression de ces 3 acteurs.
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Figure 3.6 – Localisation cytoplasmique de la MMP-2, de la MMP-9 et de TIMP-1 lors
de l’activation de la voie Fas par un anticorps agoniste JO2 (20 ng/mL) et/ou activation
astrocytaire par le LPS (150 ng/mL).

Lors de cette étude, nous avons observé uniquement la présence de la pro-MMP-2 dans
les lysats cellulaires. Quelque soit le traitement, nous n’avons pas observé de variation
significative de l’expression de la pro-MMP-2 (Figure 3.7).

Figure 3.7 – Expression de la MMP-2 lors de l’activation de la voie Fas par un anticorps
agoniste JO2 (20 ng/mL) et/ou activation astrocytaire par le LPS (150 ng/mL).
Sur : surnageants, Ly : lysat

En ce qui concerne la MMP-9, nous avons observé la présence, comme pour la MMP-2,
de la pro-forme de la molécule dans les lysats cellulaires. Quelque soit le traitement, il
n’y a pas de variation significative de l’expression de la pro-MMP-9 (Figure 3.8). Par
contre, nous avons observé la forme active de la MMP-9 dans les surnageants de culture
et ce, dans toutes les conditions. Nous avons observé une diminution de l’expression de
la forme active de la MMP-9 lors de l’activation de la voie Fas par l’anticorps agoniste et
lors de l’activation des astrocytes par le LPS. Cet effet est potentialisé par l’activation
concomitante des astrocytes par l’anticorps anti-Fas et le LPS (Figure 3.8).
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Figure 3.8 – Expression de la MMP-9 lors de l’activation de la voie Fas par un anticorps
agoniste JO2 (20ng/mL) et/ou activation astrocytaire par le LPS (150 ng/mL).
Sur : surnageants, Ly : lysat

Expression de TIMP-1 Quelque soit les conditions, nous n’avons pas détecté d’ex-
pression de TIMP-1 en western blot.

Séparation des astrocytes par SdFFF

Après séparation des cellules du cortex par SdFFF, nous avons étudié après 1 semaine de
culture contrairement aux 3 semaines nécessaires lors de la méthode de culture classique,
en plus de la population totale (PT), 3 fractions distinctes (F1, F2, F3). La PT est
composée à 74 % de cellules GFAP positives (astrocytes), la F1 est composée de 96 %
de cellules GFAP positives et la F3 de 98 % de cellule GFAP positives (Figure 3.9).
La F2, quant à elle, est principalement composée d’autres types cellulaires marqués à
la β-tubuline III (neurones), avec F4-80 (microglie) et O4/O1 (oligodendrocytes) (non
montré). Dans les fractions F1 et F3 nous observons un enrichissement en astrocytes trés
important bien supérieur à la technique classiquement décrite (3 semaines de culture sous
agitation).

Figure 3.9 – Pourcentage de cellules GFAP positives présentes dans les différentes frac-
tions après séparation par SdFFF. Des microphotographies des cultures immunomarquées
sont analysées à raison de 3 champs par condition pour n=6. Les cellules sont comptées
et rapportées au nombre de cellules totales (contremarquage au DAPI.)

De plus, nous avons pratiqué une analyse morphologique des cellules présentes en F1 et
F3 et nous avons observé que les cellules de la fraction F1 étaient de grande taille et très
étalées dans la boîte de culture, alors que les cellules de la fraction F3 étaient petites et
avaient tendance à former des amas (Figure 3.10).



3.3. Etude in vitro 115

Figure 3.10 – Analyse microscopique de la morphologie des cellules des fractions F1 et
F3 après séparation par SdFFF et immunomarquage pour la GFAP.

Sous populations astrocytaires Nous avons ensuite pratiqué un double marquage
pour la GFAP et l’actine α-ML sur les différentes fractions obtenues par SdFFF (Figure
3.11).

Figure 3.11 – Expression de l’actine α-ML (vert) et de la GFAP (rouge) dans les fractions
F1 et F3 après séparation par SdFFF.

Nous avons montré que la PT est composée majoritairement de cellules GFAP positives
(76 %) avec quelques cellules marquées pour l’actine α-ML (5 %). Quant aux différentes
fractions, la F3 est composée majoritairement de cellules uniquement GFAP positives
(88 %) contrairement à la F1 qui est composée majoritairement de cellules exprimant à
la fois la GFAP et l’actine α-ML (58 %) (Figure 3.12). La F2 est, quant à elle, composée
de 20 % de cellules GFAP positives, 24 % de cellules actine α-ML positives, 10 % de
cellules exprimant à la fois la GFAP et l’actine α-ML ; le reste des cellules dans cette
fraction F2 (environ 46 %) n’est marqué avec aucun des marqueurs utilisés et concerne
les oligodendrocytes, la microglie et les neurones (non montré). Grâce à la technique
de séparation par SdFFF, nous avons réussi à séparer 2 populations d’astrocyes, l’une
présente dans la F3 exprimant très majoritairement uniquement la GFAP, l’autre présente
dans la F1 exprimant à la fois le marqueur astrocytaire (GFAP) et le marqueur de
différentiation des fibroblastes en myofibroblastes, l’actine α-ML. De plus, comme dans
les myofibroblastes, l’actine α-ML de ces astrocytes est exprimée dans les fibres de stress
(Figure 3.11).
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Figure 3.12 – Pourcentage de cellules marquées pour la GFAP et l’actine α-ML dans les
différentes fractions après séparation par SdFFF. Des microphotographies des cultures
sont analysées à raison de 3 champs par conditions pour n=6. Les cellules sont comptées
et rapportées au nombre de cellules totales (contremarquage au DAPI).

Viabilité cellulaire et apoptose au sein des fractions

Viabilité cellulaire (test XTT) Après 1 semaine de culture, nous n’avons pas observé
de différence significative de viabilité cellulaire dans les différentes fractions, excepté pour
la fraction F2 où une diminution drastique de la viabilité est observée (Figure 3.13).

Figure 3.13 – Evaluation de la viabilité cellulaire dans les différentes fractions après
séparation par SdFFF. *** p<0,001 entre les fractions (n=6).

Apoptose dans les différentes fractions Les résultats observés grâce au dosage
des nucléosomes solubles sont en accord avec les résultats obtenus avec le test XTT.
Nous n’avons pas de variation significative de l’apoptose dans les différentes fractions,
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excepté dans la F2 où nous observons une très forte augmentation de l’apoptose (Figure
3.14).

Figure 3.14 – Evaluation de l’apoptose dans les différentes fractions après séparation
par SdFFF. *** p<0,001 entre les fractions (n=6).

Modèle de plaie in vitro

La capacité de recolonisation par les cellules d’une lésion pratiquée dans un tapis cellulaire
constitué des différentes fractions cellulaires a été analysée grâce à des scratchs réalisés à
l’aide d’un cône jaune dans un tapis cellulaire (Figure 3.15). Une méthode standardisée
utilisant des inserts en silicone a également été mise en oeuvre.

Figure 3.15 – Recolonisation des plaies in vitro par les cellules présentes dans les diffé-
rente fractions 0 h, 48 h et 96 h après la réalisation de la plaie.

Après comptages du nombre de cellules ayant recolonisé la lésion, nous avons observé
qu’au cours des 48 premières heures, les cellules présentes dans les fractions F1 et F2
ne recolonisent pas la plaie Figure 3.16). Par contre, la PT et la fraction F3 recolonise
la plaie de façon significativement plus importante. Après 96 h, la recolonisation par
la fraction F3 est quasiment totale, ne laissant pratiquement plus apparaître la plaie
initiale. La PT continue sa recolonisation ainsi que la fraction F1. Par contre, concernant
la fraction F2 , on observe clairement une mort cellulaire importante (débris cellulaire,



118 Chapitre 3

Figure 3.16 – Comptages du nombres de cellules présentes au sein des plaies à 0 h, 48 h
et 96 h dans les différentes fractions obtenues après séparation par SdFFF. *** p<0,001
versus 0 h. ### p<0,001 entre les fractions (n=3).

cellules flottantes) en accord avec les résultats observés avec les tests de viabilité cellulaire
(Figure 3.13) et de quantification de l’apoptose (Figure 3.14).

Discussion

Lors de cette étude, nous avons obtenu, dans un premier temps, des populations cellulaires
enrichies en astrocytes qui nous ont permis de développer un modèle in vitro reproduisant
au moins en partie, l’activation astrocytaire observée après lésion du SNC. Nous avons
montré que, contrairement à ce qui est décrit pour d’autres types cellulaires, l’activation
de la voie pro-apoptotique Fas n’induit pas, dans nos conditions d’étude, l’apoptose des
astrocytes. Ce phénomène pourrait être du à une diminution drastique de l’expression
de la caspase 8 dans les astrocytes d’animaux nouveau-nés [Barca et al., 2010]. Cepen-
dant, d’autres études ont montré que les astrocytes acquerraient progressivement cette
résistance à la mort induite par Fas et par d’autres récepteurs de mort et la conserverait
tout au long de la vie [Song et al., 2006]. L’insensibilité des astrocytes à la mort induite
par les récepteurs de mort serait un autre moyen de maintenir l’intégrité du SNC. Lors
d’une lésion du SNC, les astrocytes vont être activés et vont alors sécréter de nombreux
facteurs, notamment des cytokines pro-inflammatoires. Ces cytokines pro-inflammatoires
vont induire progressivement l’activation, de façon autocrine et paracrine, des astrocytes
impliqués dans la réparation de la lésion, conduisant finalement à la formation de la
cicatrice gliale. Une des conséquences ultimes de cette activation serait le rétablissement
de la sensibilité à la mort induite par les récepteurs de mort que l’on observe dans les
stades avancés de la cicatrisation [Falsig et al., 2004]. En fait, nous avons observé une
augmentation de la prolifération astrocytaire lors de l’activation de la voie Fas. Cette
prolifération est du même ordre que la prolifération induite par l’activation des astro-
cytes traités avec du LPS. Ceci montre que l’activation des astrocytes lors d’une lésion
du SNC dépend bien sûr de nombreux facteurs et que les voies de signalisation semblent
très profondément imbriquées. Mais, de plus, ces processus d’activation ne semblent pas
similaires aux processus classiquement décrits dans d’autres types cellulaires. Le fait que
la localisation cytoplasmique des MMPs ne soit pas modifiée et que l’expression de leur
pro-forme soit maintenue semble indiquer que la régulation de l’expression des MMPs
dans ce modèle in vitro ne se fait pas au niveau nucléaire permettant ainsi la synthèse nor-
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male de ces MMPs. La régulation s’effectuerait donc plutôt au niveau de leur activation.
La présence uniquement dans le surnageant de culture de la forme active de la MMP-9
laisserait supposer que la MMP-9 serait sécrétée dans nos conditions sous la forme de
pro MMP-9 et qu’elle serait cliver dans le milieu extra cellulaire par d’autres molécules.
L’activation de la voie Fas montre une nette diminution de l’expression de la forme ac-
tive de la MMP-9 que l’on retrouve dans le surnageant. Ceci pourrait être due à une
modulation indirecte du système MMPs/TIMPs par les cytokines pro-inflammatoires.
En effet, il a été suggéré que la voie de transduction de Fas et le système MMPs/TIMPs
pourraient interagir dans les astrocytes pour moduler leurs réponses aux stimuli environ-
nementaux [Ogier et al., 2005]. L’absence d’expression de la forme active de la MMP-2
et de TIMP-1 pourrait traduire un stade précoce d’activation des astrocytes ; une stimu-
lation plus longue de la voie Fas pourrait permettre l’apparition de l’expression de ces
deux protéines. Cette présence séquentielle de ces différentes protéines serait en accord
avec les différentes phases pro-inflammatoires observées lors de l’activation des astrocytes
[Falsig et al., 2004]. Après cette étude réalisée sur des populations cellulaires classique-
ment enrichies en astrocytes, nous avons pu, dans un second temps, grâce à l’utilisation
de la technique de séparation par SdFFF, séparer 2 sous-populations d’astrocytes : une
population exprimant exclusivement la GFAP et une population qui exprime à la fois
la GFAP et l’actine α-ML, isoforme d’actine qui apparaît lors de la différenciation des
fibroblastes en myofibrtoblastes [Hinz, 2010]. Cette dernière population est obtenue dans
la F1 et n’a qu’un faible potentiel de recolonisation des lésions produites in vitro ; de
plus, les cellules de cette fraction expriment l’actine α-ML dans les fibres de stress, tra-
duisant un accrochage fort au support qui limite de ce fait la migration. Dans la litté-
rature, l’expression de l’actine α-ML dans des astrocytes n’a été rapporté que dans un
seul article s’intéressant à la sclérose en plaque [Moreels et al., 2008]. Nos observations
démontrant que les astrocytes peuvent acquérir l’expression de l’actine α-ML apportent
une notion tout à fait nouvelle concernant l’implication des astrocytes dans la formation
de la cicatrice gliale. En fait, une sous-population d’astrocytes pourrait vraisemblable-
ment acquérir un phénotype myofibroblastique lors des processus de réparation du SNC
de façon similaire à ce qui est retrouvé dans la réparation des autres organes et lors de
la formation de la réaction stromale.

Conclusion

Notre travail a permis la mise en place d’un modèle d’étude des astrocytes qui mime
l’activation des astrocytes lors d’une lésion du SNC. Nous avons montré que dans ce
modèle, l’activation de la voie Fas n’induit pas l’apoptose des astrocytes mais induit leur
prolifération. Nous avons également observé que l’activation de la voie Fas peut moduler
l’expression de la MMP-9, les mécanismes précis de cette régulation restant encore à
déterminer. De plus, nous avons pu séparer 2 populations d’astrocytes distinctes qui pré-
sentent des morphologies différentes, et dont l’une d’entre elles peut vraisemblablement
acquérir un phénotype myofibroblastique. Nous devons encore caractériser précisément
ces différentes populations (en étudiant notamment les protéines de la MEC qu’elles sont
capables de sécréter) et étudier les facteurs impliqués dans cette différenciation myofi-
broblastique. De plus, nous devons bien sûr vérifier la présence de ces populations in vivo
en utilisant le modèle de lésion corticale contrôlée développé dans le laboratoire.
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3.4 Etude in vivo

3.4.1 Matériel et méthodes

Animaux

Les expériences sont réalisées sur des rats mâles Sprague-Dawley de poids compris entre
260 et 280 g (élevage Despres, France) et maintenus en cage individuelle avec un accès
à la nourriture et à l’eau ad libitum. De plus, il a été fait en sorte de limiter le nombre
d’animaux et de leur assurer les meilleures conditions de bien-être avant, pendant et
après les expériences. Lésion traumatique par contusion corticale contrôlée L’anesthésie
des rats est réalisée par l’inhalation d’isoflurane (induction 1 % ; entretien 5 % dans
un mélange gazeux air/azote 50 % / 50 % ; Medical Supplies and Services, Angleterre),
puis par une solution composée de kétamine (150 mg/kg) et de xylazine (10 mg/kg)
administrée par voie intrapéritonéale. L’animal est ensuite fixé sur un cadre stéréotaxique
(David Kopf Instruments, USA). Une craniotomie circulaire d’un diamètre de 5 mm est
pratiquée à l’aide d’un foret (Ø < 1 mm) monté sur une mini-perceuse. La craniotomie est
unilatérale et centrée sur le cortex sensori-moteur (Antériorité : 0,0 mm ; Latéralité 3,0
mm par rapport au bregma et selon l’atlas stéréotaxique de Paxinos et Watson, 2007).
Une attention particulière est portée à la réalisation de cette étape afin de préserver
l’intégrité des méninges. La lésion traumatique est opérée par contusion directe du cortex
cérébral grâce à un piston magnétique (P 01-23x80, LinMot, Inc., Suisse) directement
monté sur le cadre stéréotaxique. Le piston est incliné de 10̊ de manière à ce que l’impact
soit parallèle à la surface du cerveau. Le piston est relié à un servocontrôleur électronique
(E 100-MT, LinMot, Inc., Suisse), lui-même connecté à un système informatique équipé
du logiciel Injury Device [Bilgen, 2005]. Ce logiciel permet de régler précisément la vitesse,
la profondeur et la durée de la contusion. L’appareillage ne permet cependant pas de
dépasser une vitesse de 1,5 m/s. Pour cette étude, des impacts ont donc été produits
à une vitesse de 1,5 m/s avec une durée de 250 ms et une profondeur de 3 mm ou
de 4 mm, dans le but d’induire des lésions de sévérités différentes. Après la contusion,
un pansement hémostatique résorbable est déposé dans l’orifice puis celui-ci est rebouché
avec du ciment osseux (Osteonics, USA) pour rétablir la pression intracrânienne et éviter
la perte de liquide céphalo-rachidien. Ce ciment contient également un antibiotique pour
prévenir une éventuelle infection. L’incision est suturée avec du fil résorbable puis une
période de repos de 2 jours est observée avant le début des expériences ultérieures. Le
groupe de rats contrôles est soumis à l’anesthésie générale et à la craniotomie mais ne
reçoit aucun impact.

Histologie

Deux jours après la lésion, les rats sont anesthésiés (voir plus haut) puis sont perfusés
via le ventricule gauche avec 150 mL de PBS (pH 7,4 ; 0,01 M) suivis par 500 mL de
paraformaldéhyde 4 % à la vitesse de 25 mL/min pour fixer les tissus. Les cerveaux
sont ensuite prélevés et conservés une nuit dans du paraformaldéhyde 4 % puis rincés
avec du PBS avant d’être inclus en paraffine. Enfin, des coupes de 5 μm sont réalisées à
l’aide d’un microtome puis colorées à l’hématoxyline-éosine. L’hématoxyline permet de
colorer le noyau des cellules en bleu foncé tandis que le cytoplasme est coloré en rose
par l’éosine. Les coupes sont ensuite montées à l’aide d’un milieu « Permount » (Dako
fluorescent mounting medium, Dako, USA) entre lame et lamelle puis observées à l’aide
d’un microscope (MZFL III Leica, Allemagne) associé à une caméra numérique (Kappa,
Allemagne).
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Evaluation des performances sensori-motrices

L’évaluation des performances sensori-motrices est réalisée à l’aide du test de marche sur
une poutre (« Beam Walking Test »). Ce test permet d’évaluer les performances sensori-
motrices des animaux en examinant leur capacité à rester en équilibre et à marcher
sur une poutre étroite surélevée sans tomber ou glisser d’un côté ou de l’autre de cette
poutre.

Dispositif utilisé Pour élaborer ce test, nous avons utilisé une poutre de 2 m de long
avec une épaisseur et une largeur de 3 cm. La poutre est fixée à une hauteur de 80 cm
du sol. L’aire de départ est composée d’une plate-forme de 30 cm de coté surplombée
d’une lampe de 50W produisant une lumière aversive. L’aire d’arrivée se compose d’une
boîte de 30 cm de coté pouvant accueillir le rat, lui permettant ainsi de se cacher dans
l’obscurité (Figure 3.17).

Figure 3.17 – Dispositif utilisé pour le « Beam Walking Test ».

Chronologie des expériences Les animaux sont tout d’abord soumis à une phase
d’apprentissage qui dure 3 jours à raison de 3 essais par jour (Figure 3.18). L’appren-
tissage du rat débute par une période d’1 min dans la boîte noire. Ensuite, l’animal est
placé sur la poutre à 50 cm du point d’arrivée et il est incité à marcher sur celle-ci pour
rejoindre la boîte noire. Il sera ensuite éloigné par tranche de 50 cm jusqu’à la plate-forme
de départ. Une semaine plus tard, un test de référence est effectué juste avant le trauma-
tisme crânien (J0). Les sessions suivantes sont réalisées 2 jours, 7 jours, 14 jours, 21 jours
et 28 jours après le traumatisme crânien. Chaque session comprend 3 essais consécutifs.
Entre chaque essai, l’animal est placé 30 s dans la boîte noire.

Procédure générale d’acquisition A chaque essai, le rat est placé sur l’aire de dé-
part. S’il ne s’engage pas sur la poutre au bout de 30 s, l’expérimentateur l’incite à
s’élancer. Si l’animal ne quitte pas la plate-forme au bout de 1 min, il est considéré
comme n’étant pas capable de réaliser la tâche. Le temps mis par le rat pour traverser la
poutre (latence) est chronométré par l’expérimentateur. Par ailleurs, une caméra numé-
rique reliée à un PC permet de filmer l’arrière de l’animal progressant sur la poutre et
enregistre chaque essai grâce au logiciel Logitech Quickam. Les vidéos obtenues servent à



122 Chapitre 3

Figure 3.18 – Chronologie des expérimentations pour le « Beam Walking Test ».

déterminer le nombre de fautes de placement au niveau de la patte arrière contralatérale
à la lésion. Les performances des animaux sont évaluées grâce à une échelle de score
empruntée à [Korenova et al., 2009] et modifiée pour les besoins de l’expérience (Table
3.4).

Score Latence Nombres de fautes de la patte
arrière contralatérale

0 6 4s 6 1
1 Entre 4,1 et 8,0s Entre 1,1 et 2,0
2 Entre 8,1 et 12,0s Entre 2,1 et 3,0
3 Entre 12,1 et 20,0s Entre 3,1 et 5,0
4 Entre 20,1s et plus Entre 5,1 et 8,0

5 L’animal n’est pas capable de
réaliser la tâche

Plus de 8 fautes ou l’animal
n’est pas capable de réaliser la
tâche

Table 3.4 – Echelle des scores d’évaluation des performances sensori-motrices (d’après
Korenova et al., 2009).

Les scores de latence et de faute au niveau de la patte arrière contralatérale sont cumulés.
Un score total de 0 indique une grande facilité dans l’exécution de la tâche alors qu’un
score de 10 signifie que l’animal est incapable d’accomplir la tâche.

Evaluation des performances cognitives

L’évaluation des performances cognitives est réalisée à l’aide du test de la piscine de Mor-
ris (« Morris Water Maze »). Ce test met en jeu la motivation des animaux à s’échapper
de l’eau contenue dans une piscine en montant sur une plate-forme cachée jouant le rôle
de renforcement positif. La réalisation de cette tache requiert de l’animal qu’il établisse,
à l’aide de repères distaux invariants, une carte précise de l’environnement dans lequel il
évolue afin d’apprendre et de restituer la position de la plate-forme à partir de n’importe
quel point de la piscine. Il existe différentes modalités utilisables pour ce test. Nous avons
choisi de mettre en place un protocole permettant l’étude des capacités d’apprentissage
et de mémorisation.

Dispositif utilisé Le matériel est composé d’une cuve circulaire (1,25 m de diamètre)
virtuellement séparée en 4 cadrans par le logiciel SmartJunior (Panlab, Espagne). La
piscine contient une plate-forme transparente (12 cm de diamètre) située 2 cm sous la
surface et permettant à l’animal de se maintenir hors de l’eau. Cette plate-forme est située
dans le cadran sud-ouest. L’eau est colorée par un pigment non toxique (Vert SOF, Les
ocres de France, France) afin de dissimuler la plate-forme. Des repères sous forme de
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symboles géométriques sont installés au 4 points cardinaux de la piscine (Figure 3.19).
La température de l’eau est de 24̊ C.

Figure 3.19 – Dispositif du « Morris Water Maze ».

Chronologie des expériences Les expériences se déroulent selon 2 phases, la première
permet d’évaluer les déficits d’apprentissage et la seconde les déficits de restitution de
la mémoire spatiale (Figure 3.20). Des études indiquent que le test de la piscine de
Morris permet de mettre en évidence les effets de traitement favorisant l’amélioration des
capacités d’apprentissage des animaux lorsqu’il est réalisé 14 jours après le traumatisme
[Kline et al., 2000, Wagner et al., 2002]. Nous avons donc choisi de tester les capacités
d’apprentissage des animaux à partir du 14ème jour après la lésion et durant 4 jours
consécutifs (J 14 à J 17). Chacun de ces jours, l’animal est soumis à 4 essais durant
lesquels il doit trouver la plate-forme. La seconde phase débute le 21ème et le 28ème jour
prés le traumatisme. Les animaux sont soumis à 2 essais consécutifs au cours desquels
la plate-forme est retirée de la piscine. Le temps passé dans le cadran sud-ouest où se
trouvait la plate-forme est alors mesuré. L’absence de plate-forme permet d’évaluer la
mémoire de l’animal en analysant le niveau de persévérance à chercher la plate-forme
dans la zone cible située de manière invariable dans le cadran sud-ouest.

Figure 3.20 – Chronologie des expérimentations pour le « Morris Water Maze ».

Procédure générale d’acquisition A chaque essai, l’animal est lâché dans l’eau, la
tête face au rebord de la piscine à partir d’un point périphérique variable (séquence
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pseudo-aléatoire). Dans les expériences évaluant les capacités d’apprentissage (phase 1),
le rat dispose d’un temps maximum de 90 s pour rejoindre la plate-forme. A la fin de
chaque essai, les animaux sont autorisés à rester sur la plate-forme durant 15 s pendant
lesquelles ils peuvent associer les repères extérieurs avec la position de la cible. Une
présentation de la plate-forme (15 s) est toujours effectuée si le rat ne la trouve pas dans
le temps imparti. Chaque essai est filmé par une caméra numérique et le temps mis par
l’animal pour trouver la plate-forme est mesuré grâce au logiciel SmartJunior (Panlab,
Espagne). Un temps de repos de 5 min est respecté entre chaque essai. Aux jours 21 et
28, la plate-forme est enlevée et chaque rat effectue 2 essais de 60 s durant lesquels le
temps passé dans le cadran sud-ouest où se trouvait la plate-forme est mesuré grâce au
logiciel SmartJunior (Panlab, Espagne).

Mise au point d’une technique de dosage des MMPs compatible avec la tech-
nique de microdialyse

La microdialyse intracérébrale in vivo chez l’animal anesthésié ou vigile est un outil
qui permet une analyse dynamique des variations de concentration de nombreuses sub-
stances présentes dans le milieu extracellulaire cérébral. Nous souhaiterions utiliser cette
approche expérimentale pour suivre les variations des taux de MMPs sécrétées au niveau
extracellulaire dans la zone péri-lésionnelle. Cette technique est peu invasive, mais elle
implique néanmoins l’implantation d’une sonde de microdialyse au sein du tissu lésé. A
l’intérieur de la sonde circule un liquide physiologique infusé à l’aide d’une pompe. Après
un certain temps, il s’établit un équilibre de dialyse de part et d’autre de la membrane
et le liquide collecté en sortie de sonde (dialysat) contient donc une fraction du liquide
extracellulaire. C’est à partir de ces dialysats que sont déterminées les concentrations
de diverses substances d’intérêt grâce à différentes techniques de dosage. Cependant,
les membranes de dialyse ne permettent la diffusion que de petites molécules (de 20 à
100 kDa). Cette technique pourrait donc s’avérer inadaptée à l’étude des MMPs car le
poids moléculaire de certaines de ces protéines (92 kDa pour la MMP 9) est très proche
du poids moléculaire maximum diffusible à travers la membrane. Pour contourner ce
problème, [Bendrik et al., 2008] ont récemment décrit un protocole utilisant un substrat
fluorogénique de ces protéases directement infusé via la sonde. Le dosage s’effectue alors
à partir du produit de clivage de ce substrat fluorogénique retrouvé dans le dialysat,
permettant ainsi d’évaluer l’activité MMP endogène. Dans le but de reproduire une mé-
thodologie similaire à celle employée par [Bendrik et al., 2008], différents kits et substrats
commerciaux ont été testés :
– « MMP-9 Drug Discovery kit » (BML-AK10, Enzo, USA) ;
– « Innozyme Gélatinase MMP-2 / MMP-9 » (Calbiochem, Allemagne) ;
– « MMP-2 / MMP-9 substrate I et II ».
Nos expériences préliminaires ont été réalisées sur des surnageants de culture obtenus à
partir de la lignée U118 (glioblastome humain) qui expriment des MMPs. Traitements
Les rats sont traités avec un oligonucléotide anti-sens dirigé contre l’ARN messager du
TGF-β1 (collaboration avec Nicholas M. Dean, Excaliard Pharmaceuticals, USA). Le
traitement est administré dans le ventricule latéral contralatéral à la lésion grâce à une
canule d’injection (Alzet, Brain Infusion Kit1, Charles River, France) fixée sur le crâne à
l’aide de résine acrylique et de vis (Antériorité : -0,8 mm ; Latéralité : 1,5 mm ; Profon-
deur : 3,2 mm par rapport au bregma). La canule est reliée à une mini-pompe osmotique
(Alzet, model 1002, Charles River, France) par l’intermédiaire d’un cathéter (Longeur :
2 cm ; Øint : 0,69 mm). La pompe est remplie d’une solution contenant 16,7 mg/mL de
l’oligonucléotide qu’elle délivre à un débit de 0,25 μL par heure (100 μg/jour) pendant
14 jours. En prenant en compte le volume mort du cathéter (11 μL), le traitement com-
mence donc à être délivré quelques heures avant la fin du second jour suivant l’opération.
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La pompe est implantée sous la peau de l’animal au niveau du cou. Une pompe conte-
nant une solution de sérum physiologique (0,9 % de NaCl) est utilisée chez les animaux
contrôles.

Analyse statistique

Les résultats sont exprimés par la moyenne des valeurs individuelles obtenues pour un
même traitement ou une même condition expérimentale. Les comparaisons statistiques de
plusieurs moyennes sont, selon les expériences, effectuées grâce à des analyses ANOVA à
mesures répétées ou non, suivies de tests post-oc de Tukey. Toutes les analyses statistiques
sont effectuées grâce au logiciel SigmaStat (SPSS Inc, USA). La probabilité est considérée
comme significative lorsque p < 0,05.

3.4.2 Résultats

Evaluation de l’étendue du territoire lésé en fonction de la profondeur d’im-
pact

Notre appareillage ne permettant pas de dépasser une vitesse d’impact de 1,5 m/s, des
lésions de sévérités différentes sont réalisées avec une contusion de 3 mm ou 4 mm de
profondeur. L’étendue du territoire endommagé après lésion traumatique du cortex céré-
bral est tout d’abord évaluée par des observations macroscopiques. Comme l’indique la
Figure 3.21a, la contusion opérée avec une profondeur d’impact de 3 mm induit, 2 jours
plus tard, une légère compression centrée sur le cortex pariétal. Cette dernière apparaît
peu profonde et relativement peu hémorragique. En revanche, lorsque la contusion est
réalisée avec une profondeur d’impact de 4 mm (Figure 3.21b), l’étendue du territoire
lésé est plus importante, s’étendant en partie au niveau du cortex frontal. Par ailleurs, la
zone apparaît plus hémorragique et le volume du tissu détruit est également beaucoup
plus important.

(a) Lésion à 3 mm (b) Lésion à 4 mm

Figure 3.21 – Etude macroscopique de l’effet de la profondeur de l’impact.

Afin de compléter ces observations macroscopiques, des analyses histologiques sont réa-
lisées à partir de coupes de cerveaux colorées à l’hématoxyline/éosine. Comme l’indique
la Figure 3.22a, la contusion opérée avec une profondeur d’impact de 3 mm n’induit,
deux jours plus tard, qu’une légère atteinte corticale sans endommager les structures
sous-corticales, l’intégrité du corps calleux et du striatum étant préservé. Par contre,
lorsque la contusion est réalisée avec une profondeur d’impact de 4 mm (Figure 3.22b),
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on constate une destruction massive du cortex accompagnée d’une altération importante
des structures sous-corticales ipsilatérales.

(a) Lésion à 3 mm (b) Lésion à 4 mm

Figure 3.22 – Coloration à l’Hématoxyline-Eosine.

Plus précisément, on observe une lésion du corps calleux ainsi qu’un affaissement et une
déformation du striatum. Ces dommages sont également accompagnés d’une dilatation
du ventricule latéral contralatéral. Par ailleurs, la présence de sang dans les ventricules
latéraux suggère la rupture d’un nombre important de vaisseaux sanguins avec comme
conséquence la présence de zones hémorragiques et ischémiques.

Evaluation des performances sensori-motrices chez les animaux ayant subit
un impact de 3 mm ou 4 mm de profondeur

Les capacités sensori-motrices des animaux sont évaluées grâce au test de marche sur une
poutre ( Figure 3.23).

Figure 3.23 – Evaluation des capacité sensori-motrices grâce au test de marche sur la
poutre. *** p<0,001 et a p<0,05 vs. controle. ### p<0,001 entre lésés 3 mm et lésés 4
mm.

Une analyse ANOVA à 1 facteur et à mesures répétées réalisée à partir des scores obte-
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nus par le groupe contrôle (sans lésion) avec le [temps] comme facteur, suivie d’un test
post-oc de Tukey, indique une diminution significative des capacités sensori-motrices des
animaux (F (5,35) = 3,639 ; p = 0,013 ; n = 6). Plus précisément, et comparativement aux
performances enregistrées avant la lésion, les scores obtenus sont significativement plus
élevés 2 jours (+ 52 % ; p = 0,045 ; n = 6) et 7 jours (+ 52 % ; p = 0,045 ; n = 6) après la
lésion. En revanche, aucune différence n’est observée lors des sessions ultérieures.

Une analyse ANOVA à 2 facteurs réalisée à partir des scores obtenus par les différents
groupes (Contrôle ; L3 = rats lésés avec une profondeur d’impact de 3 mm ; L4 = rats
lésés avec une profondeur d’impact de 4 mm), avec le [temps] et le [groupe] comme
facteurs, suivie d’un test post-oc de Tukey, indique une interaction [temps] x [groupe]
(F (10, 143) = 23,593 ; p < 0,001 ; n = 6 à 10). En revanche, aucune différence n’est
observée entre les différents groupes lors du test de référence à J0. Cette analyse indique,
par ailleurs, que les animaux du groupe L3 présentent une diminution significative des
capacités sensori-motrices (p < 0,001 ; n = 6 à 8). Plus précisément, comparativement
au groupe contrôle, on observe des déficits sensori-moteurs significatifs le deuxième jour
après la lésion (- 598 % ; p < 0,001 ; n = 6 à 10), le septième jour après la lésion (- 422 % ;
p < 0,001 ; n = 6 à 10) et le quatorzième jour après la lésion (- 284,4 % ; p < 0,001 ; n = 6
à 10). De même, on constate une diminution significative des capacités sensori-motrices
des animaux du groupe L4, comparativement au groupe contrôle (p < 0,001 ; n = 6 à
8). Cette différence se révèle plus précisément 2 jours après la lésion (- 666,6 % ; p <
0,001 ; n = 6 à 8) et 7 jours après la lésion (- 544,6 % ; p < 0,001 ; n = 6 à 8). Enfin,
comparativement au groupe L3, le groupe L4 présente une diminution significative des
capacités sensori-motrices. Cette différence se révèle plus précisément le septième jour
après la lésion (- 222,4 % ; p < 0,001 ; n = 8 à 10), mais une tendance est également
décelable 2 jours après la lésion avec des valeurs proches de la significativité (- 111 % ; p
= 0,07 ; n = 8 à 10).

Evaluation des performances cognitives chez les animaux ayant subit un im-
pact de 3 mm ou 4 mm de profondeur

Les résultats obtenus par les animaux dans les expériences d’évaluation des capacités
d’apprentissage grâce au test de la piscine de Morris sont présentés dans la Figure 3.24.

Une analyse ANOVA à 1 facteur et à mesures répétées, avec le [temps] comme facteur,
réalisée à partir des données obtenues par les animaux contrôles dans les expériences
destinées à évaluer les capacités d’apprentissage, suivie d’un test post-oc de Tukey, met
en évidence une diminution significative de la latence de découverte de la plate-forme
(F(3,23) = 22,109 ; p < 0,001 ; n = 6). Plus précisément, et comparativement au premier
jour du test (J14), les animaux contrôles présentent une diminution significative de la
latence de découverte de la plate-forme le 15ème jour après la lésion (- 55, 48 % ; p=
0,001 ; n = 6), le 16ème jour après la lésion (- 81,88 % ; p < 0,001 ; n = 6) et le 17ème jour
après la lésion (- 79,41 % ; p < 0,001 ; n = 6). Cependant, aucune différence significative
n’est observée entre les jours 15, 16 et 17 après la lésion.

La capacité d’apprentissage des animaux est testée du 14ème jour au 17ème jour après
la lésion, en mesurant le temps mis par l’animal pour trouver la plate-forme située dans
le cadran sud-ouest. Une analyse ANOVA à 1 facteur à mesures répétées réalisée à partir
des résultats obtenus par le groupe contrôle et suivie par un test post-oc de Tukey
indique une diminution significative des latences en fonction du temps (*** : p < 0,001
vs. J14). Une analyse ANOVA à 2 facteurs réalisée à partir des résultats obtenus par les
différents groupes (contrôle, L3, L4) suivie d’un test post-oc de Tukey ne révèle aucune
interaction entre les 2 facteurs (Figure 3.25). La mémoire spatiale des animaux est testée
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Figure 3.24 – Evaluation des capacités cognitives des animaux après lésion unilatérale
du cortex par contusion corticale contrôlée à 3 mm ou 4 mm de profondeur.La capacité
d’apprentissage des animaux est testée du 14ème jour au 17ème jour après la lésion, en
mesurant le temps mis par l’animal pour trouver la plate-forme située dans le cadran
sud-ouest. (*** : p < 0,001 vs. J 14).

21 jours et 28 jours après la lésion. La plate-forme est retirée de la piscine. On mesure
le temps que passent les animaux dans le cadran où se trouvait la plate-forme (sud-
ouest). Une analyse ANOVA à 2 facteurs réalisée à partir des résultats obtenus par les
différents groupes (contrôle, L3, L4) suivie d’un test post-oc de Tukey ne révèle aucune
interaction entre les 2 facteurs. L’ANOVA à 2 facteurs réalisée à partir des résultats
obtenus par chacun des différents groupes (contrôle, L3, L4) avec [le groupe] et [le temps]
comme facteurs, suivie d’un test post-oc de Tukey, n’indique aucune interaction [temps]
x [groupe] (F (6,79) = 0,529 ; p = 0,784 ; n = 6 à 10). Néanmoins, bien que ces résultats
ne soient pas significatifs, une tendance à l’augmentation des latences semble se dégager
chez les animaux lésés, pour ce qui concerne notamment les animaux du groupe L4. Les
résultats obtenus par les animaux dans les expériences destinées à évaluer les capacités
de restitution de la mémoire spatiale, sont présentés dans la Figure 3.25. Une ANOVA
à 1 facteur et à mesures répétées, avec le [temps] comme facteur, réalisée à partir des
données obtenues par les animaux contrôles suivie d’un test post-oc de Tukey, ne met
en évidence aucune différence significative au niveau du temps passé dans le cadran sud-
ouest de la piscine entre J21 et J28 (F (1,11) = 4,051 ; p = 0,1 ; n = 6). De même, une
ANOVA à 2 facteurs réalisée à partir des résultats obtenus par chacun des différents
groupes (contrôle, L3, L4), avec le [groupe] et le [temps] comme facteurs, suivie d’un test
post-oc de Tukey, n’indique aucune interaction [temps] x [groupe] (F (2,39) = 0,371 ; p
= 0,693 ; n = 6 à 8).

L’ANOVA à 2 facteurs réalisée à partir des résultats obtenus par chacun des différents
groupes (contrôle, L3, L4) avec [le groupe] et [le temps] comme facteurs, suivie d’un test
post-oc de Tukey, n’indique aucune interaction [temps] x [groupe] (F (6,79) = 0,529 ;
p = 0,784 ; n = 6 à 10). Néanmoins, bien que ces résultats ne soient pas significatifs,
une tendance à l’augmentation des latences semble se dégager chez les animaux lésés,
pour ce qui concerne notamment les animaux du groupe L4. Les résultats obtenus par
les animaux dans les expériences destinées à évaluer les capacités de restitution de la
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mémoire spatiale, sont présentés dans la Figure 3.25. Une ANOVA à 1 facteur et à
mesures répétées, avec le [temps] comme facteur, réalisée à partir des données obtenues
par les animaux contrôles suivie d’un test post-oc de Tukey, ne met en évidence aucune
différence significative au niveau du temps passé dans le cadran sud-ouest de la piscine
entre J21 et J28 (F (1,11) = 4,051 ; p = 0,1 ; n = 6). De même, une ANOVA à 2 facteurs
réalisée à partir des résultats obtenus par chacun des différents groupes (contrôle, L3,
L4), avec le [groupe] et le [temps] comme facteurs, suivie d’un test post-oc de Tukey,
n’indique aucune interaction [temps] x [groupe] (F (2,39) = 0,371 ; p = 0,693 ; n = 6 à
8).

Figure 3.25 – La mémoire spatiale des animaux est testée 21 jours et 28 jours après
la lésion. La plate-forme est retirée de la piscine. On mesure le temps que passent les
animaux dans le cadran où se trouvait la plate-forme (sud-ouest).

Effets de l’inhibition du TGF-β1 sur les performances sensori-motrices chez
les animaux ayant subit un impact de 3 mm de profondeur

L’inhibition de l’ARNm du TGF-β1 est réalisée à l’aide d’un oligonucléotide anti-sens
administré par voie intra-cérébro-ventriculaire (ICV) pendant 14 jours grâce à une mini-
pompe osmotique, chez les animaux ayant subi une lésion de 3 mm de profondeur. Les
rats contrôles sont traités selon les mêmes modalités mais avec une solution physiologique
(NaCl 0,9 %). Une ANOVA à 2 facteurs réalisée à partir des scores obtenus par les dif-
férents groupes (contrôles ; Oligo. @-TGF-β1 = rats traités avec un oligonucléotide anti-
sens dirigé contre l’ARNm du TGF-β1) avec le [temps] et le [traitement] comme facteurs,
suivi d’un test post-oc de Turkey, n’indique aucune interaction [temps] x [traitement] (F
(6,87) = 0,419 ; p = 0,864 ; n = 5 à 6). Cependant, une tendance à l’amélioration des
performances sensori-motrices chez les animaux traités avec l’oligonucléotide anti-sens
semble se dégager le 2ème jour et le 7ème jour après la lésion. Une valeur proche de la
significativité est d’ailleurs observée à J 7 (p = 0,06 ; n = 8). Bien que les résultats ne
soient pas significatifs, la récupération fonctionnelle semble donc plus rapide pour les rats
traités (Figure 3.26).
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Figure 3.26 – Effet de l’inhibition de l’ARNm du TGF-β1 sur l’évaluation des perfor-
mances sensori-motrices des animaux après lésion unilatérale du cortex par contusion
corticale contrôlée à 3 mm de profondeur.

L’inhibition de l’ARNm du TGF-β1 est réalisée à l’aide d’un oligonucléotide anti-sens
dirigé contre l’ARNm du TGF-β1 (L3 + Oligo. @-TGF-β1). Les rats contrôles sont trai-
tés selon les mêmes modalités mais avec une solution physiologique (L3 + NaCl). Une
ANOVA à 2 facteurs réalisée à partir des résultats obtenus par les différents groupes avec
le [temps] et le [traitement] comme facteurs suivie d’un test post-oc de Tukey n’indique
aucune interaction entre les facteurs (F (6,87) = 0,419 ; p = 0,864 ; n = 5 à 6).

Effets de l’inhibition du TGF-β1 sur les performances sensori-motrices chez
les animaux ayant subit un impact de 4 mm de profondeur

Une ANOVA à 2 facteurs réalisée à partir des scores obtenus par les différents groupes
(contrôles ; Oligo. @-TGF-β1 = rats traités avec un oligonucléotide anti-sens dirigé contre
l’ARNm du TGF-β1)(Figure 3.27)avec le [temps] et le [traitement] comme facteurs suivie
d’un test post-oc de Turkey n’indique aucune interaction [temps] x [traitement] (F (5,83)
= 1,206 ; p = 0,315 ; n = 6 à 8). Malgré l’absence d’interaction, cette analyse indique
une différence significative au sein du facteur traitement (p = 0,014 ; n = 6 à 8). Cette
différence est cependant indépendante du facteur temps et se révèle ponctuellement à
J21 (+ 21 % ; p < 0,05 ; n = 6 à 8).

L’inhibition de l’ARNm du TGF-β1 est réalisée à l’aide d’oligonucléotide anti-sens dirigé
contre l’ARNm du TGF-β1 (L4 + Oligo. @-TGF-β1). Les rats contrôles sont traités selon
les mêmes modalités mais avec une solution physiologique (L4 + NaCl). Une ANOVA à
2 facteurs réalisée à partir des résultats obtenus par les différents groupes avec le [temps]
et le [traitement] comme facteurs suivie d’un test post-oc de Tukey n’indique aucune
interaction entre les facteurs (F (5,83) = 1,206 ; p = 0,315 ; n = 6 à 8).
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Figure 3.27 – Effet de l’inhibition de l’ARNm du TGF-β1 sur l’évaluation des perfor-
mances sensori-motrices des animaux après lésion unilatérale du cortex par contusion
corticale contrôlée à 4 mm de profondeur.

Effets de l’inhibition du TGF-β1 sur les performances cognitives chez les
animaux ayant subit un impact de 3 mm de profondeur

Figure 3.28 – Effet de l’inhibition de l’ARNm du TGF-β1 sur l’évaluation des capacités
cognitives aprés lésion unilatérale du cortex par contusion corticale contrôlée à 3 mm.

Une ANOVA à 2 facteurs réalisée à partir des scores obtenus par les différents groupes
(contrôles ; Oligo. @-TGF-β1 = rats traités avec un oligonucléotide anti-sens dirigé contre
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l’ARNm du TGF-β1) avec le [temps] et le [traitement] comme facteurs suivie d’un test
post-oc de Turkey n’indique aucune interaction [temps] x [traitement] (F (3,43) = 0,618 ;
p = 0,608 ; n = 5 à 6)(Figure 3.28). Malgré l’absence d’interaction, une différence signi-
ficative est observée au sein du facteur traitement (p = 0,02 ; n = 6). Bien que cet effet
soit indépendant du facteur temps, il se relève néanmoins à J15 de manière significative
(+ 30 % ; p < 0,001 ; n = 5 à 6).

Une ANOVA à 2 facteurs réalisée à partir des résultats obtenus dans les expériences
destinées à évaluer la mémoire spatiale, avec le [temps] et le [traitement] comme facteurs
suivie d’un test post-oc de Turkey n’indique aucune interaction [temps] x [traitement].
Une tendance semble néanmoins se dégager à J 21 entre les animaux du groupe contrôle
et les animaux traités (Figure 3.29). Ces derniers semblent passer légèrement moins de
temps que le groupe contrôle dans le quart sud-ouest.

Figure 3.29 – Effet de l’inhibition de l’ARNm du TGF-β1 la mémoire spatiale des
animaux après lésion unilatérale du cortex par contusion corticale contrôlée à 3 mm.

Effets de l’inhibition du TGF-β1 sur les performances cognitives chez les
animaux ayant subit un impact de 4 mm de profondeur

Une ANOVA à 2 facteurs réalisée à partir des résultats obtenus dans les expériences
destinées à évaluer la mémoire spatiale, par les différents groupes (contrôles ; Oligo. @-
TGF-β1 = rats traités avec un oligonucléotide anti-sens dirigé contre l’ARNm du TGF-
β1) avec le [temps] et le [traitement] comme facteurs suivie d’un test post-oc de Turkey
n’indique aucune interaction [temps] x [traitement] (F (6,87) = 0,419 ; p = 0,864 ; n = 8
à 6). ) (Figure 3.30).
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Figure 3.30 – Effet de l’inhibition de l’ARNm du TGF-β1 sur l’évaluation des capacités
cognitives lésion unilatérale du cortex par contusion corticale contrôlée à 4 mm.

La mémoire spatiale des animaux est testée 21 jours et 28 jours après la lésion. La
plate-forme est retirée de la piscine. On mesure le temps que passent les animaux dans
le cadran où se trouvait la plate-forme (sud-ouest). Une analyse ANOVA à 2 facteurs
réalisée à partir des résultats obtenus par les différents groupes suivis d’un test post-oc
de Tukey ne révèle aucune interaction entre les 2 facteurs (Figure 3.31).

Figure 3.31 – Effet de l’inhibition de l’ARNm du TGF-β1 sur la mémoire spatiale après
lésion unilatérale du cortex par contusion corticale contrôlée à 4 mm.
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Dosages de l’activité des MMPs

Différents kits commerciaux de dosage de l’activité des MMPs ont été testés dans le but
de mettre au point une méthode adaptée aux expériences de microdialyse in vivo. Afin de
limiter le nombre d’animaux, les expériences préliminaires ont été réalisées sur des surna-
geants de cultures (lignée de glioblastomes humains U118 qui expriment les MMPs que
nous recherchons dans le dialysat). Cependant, aucune de nos expériences n’a permis de
détecter de fluorescence dans les surnageants de culture. Les kits de dosage utilisés pour-
raient donc ne pas être assez sensibles pour détecter une faible activité des MMPs. Cette
faible activité pourrait s’expliquer par une faible expression de ces protéases par la lignée
de glioblastome utilisée (U118-MG). Cette hypothèse est, cependant, peu encourageante
car les taux de MMPs présents dans les surnageants de culture sont théoriquement plus
élevés que ceux attendus dans les dialysats (le taux de dialyse n’étant, généralement, que
de 10 %). Néanmoins, l’utilisation d’une méthode de dosage reposant sur la technique de
zymographie ou d’ELISA pourrait constituer une alternative intéressante.

3.4.3 Discussion

Evaluation de l’étendue du territoire lésé en fonction de la profondeur d’im-
pact

Les observations macroscopiques et microscopiques indiquent que les rats ayant subi une
contusion avec une profondeur d’impact de 4 mm présentent des dommages beaucoup
plus importants que les animaux soumis à un impact de 3 mm de profondeur à une vi-
tesse de contusion identique. En effet, notre appareillage ne nous permet pas de dépasser
une vitesse de 1,5 m/s alors que celles utilisées dans la majorité des autres études sont
généralement supérieures. Néanmoins, les dommages que nous avons observés chez les
animaux soumis à une contusion de 4 mm de profondeur sont similaires à ceux rela-
tés 3 jours après la lésion par [Hoane et al., 2006] avec une vitesse de 2,5 m/s et une
profondeur d’impact de 2 mm. De même, [Chen et al., 2007] ont observé, 4 jours après
contusion du cortex à une vitesse de 4 m/s et à une profondeur d’impact de 2 mm, des
lésions similaires à celles présentées par les animaux soumis, dans nos expériences, à un
impact de 4 mm de profondeur. En revanche, [Khan et al., 2009] ont mis en évidence
des dégâts importants 7 jours après impact à une vitesse de 1,5 m/s et une profondeur
de 3 mm alors que nous n’avons observé que de légers dommages avec ces paramètres.
Ces résultats mettent donc en évidence que les paramètres lésionnels semblent relati-
vement spécifiques du matériel utilisé. Par ailleurs, nos propres expériences indiquent
qu’une légère modification de ces paramètres peut conduire à d’importantes différences
au niveau de l’étendue des territoires lésés, renforçant de ce fait l’intérêt de nos analyses
macroscopiques et microscopiques.

Evaluation des performances sensori-motrices chez les animaux ayant subit
un impact de 3 mm ou 4 mm de profondeur

La diminution des performances sensori-motrices observée à 2 jours et 7 jours après la
lésion chez les animaux contrôles peut paraître étonnante. Néanmoins, comparativement
aux déficits présentés par les animaux des groupes L3 et L4, l’amplitude des déficits
sensori-moteurs des animaux du groupe contrôle est faible. L’anesthésie générale et la
craniotomie subies par les animaux contrôles pourraient expliquer cette diminution des
performances sensori-motrices. En effet, des résultats similaires ont également été obser-
vés chez des animaux contrôles [Piot-Grosjean et al., 2001]. L’absence de significativité
entre les groupes contrôle, L3, L4 à 21 jours et 28 jours après la lésion traduit une
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récupération fonctionnelle des rats lésés. Ceci suggère que les animaux pourraient être
capables de développer des stratégies d’adaptation, notamment grâce aux phénomènes
de plasticité neuronale. De nouveaux circuits neuronaux favorisés par les mécanismes
de repousse axonale pourraient se mettre en place afin de compenser le déficit occa-
sionné par la lésion. Par ailleurs, la lésion n’étant opérée que de manière unilatérale, il
n’est pas à exclure que le cortex sensori-moteur contralatéral puisse également contri-
buer à ces phénomènes d’adaptation. Ces phénomènes de récupération des performances
sensori-motrices sont conformes aux données de la littérature. Cependant, le délai avec le-
quel les animaux retrouvent des capacités comparables à celles des témoins est variable.
Des études font état de phénomènes de récupération en 7 jours [Moreira et al., 2007],
14 jours [Bueno-Nava et al., 2008], voire une récupération partielle au bout d’un mois
[Gornicka-Pawlak et al., 2009]. Cette variabilité dans le délai de récupération dépend pro-
bablement de l’étendue du territoire lésé et de la méthode de lésion utilisée : percution par
fluide [Bueno-Nava et al., 2008], compression corticale [Moreira et al., 2007], lésion chi-
mique [Gornicka-Pawlak et al., 2009] ou contusion corticale contrôlée [Chen et al., 2008].
L’augmentation des déficits sensori-moteurs présentés par des animaux soumis à des dom-
mages tissulaires plus importants valide la méthodologie employée pour réaliser cette ana-
lyse comportementale. Néanmoins, compte-tenu de l’importante différence au niveau de
l’étendue des lésions présentées par les animaux L3 et L4, l’ampleur des déficits sensori-
moteurs entre ces 2 groupes semble relativement faible, suggérant que notre test pourrait
avoir un pouvoir discriminatif limité. Une augmentation de la difficulté de réalisation
de la tâche pourrait probablement permettre de pallier ce problème. Cette hypothèse
semble confortée par les études dans lesquelles la poutre est inclinée [Gaur et al., 2009]
ou encombrée d’obstacle [Arcadi et al., 1998].

Evaluation des performances cognitives chez les animaux ayant subit un im-
pact de 3 mm ou 4 mm de profondeur

Les résultats obtenus par les animaux contrôles dans les expériences évaluant les ca-
pacités d’apprentissage indiquent une vitesse d’apprentissage particulièrement rapide.
Néanmoins, les résultats obtenus par les animaux lésés sont surprenants, notamment en
ce qui concerne le groupe d’animaux lésés L4. En effet, compte-tenu de l’étendue des
lésions présentées par ces animaux, il paraît improbable que leurs déficits cognitifs soient
de si faible ampleur comparativement aux deux autres groupes d’animaux. Pour des rai-
sons techniques, nous avons dû utiliser une piscine d’un diamètre de 125 cm alors qu’il
semblerait plus indiqué de réaliser ce test dans une piscine de 180 cm de diamètre pour
des rats. Cette réduction du diamètre de la piscine pourrait augmenter les probabili-
tés que l’animal trouve la plate-forme par hasard et induire un biais expérimental. Par
ailleurs, la salle dans laquelle ont été réalisées ces expériences a également été utilisée
pour l’analyse des performances sensori-motrices, multipliant alors les points de repères
disponibles et rendant la tâche plus facile à réaliser pour l’animal. Par ailleurs, nous
avons également observé une forte variabilité au sein des animaux d’un même groupe.
Il serait donc judicieux de recommencer ces analyses avec un matériel plus adapté, dans
une pièce spécifiquement dédiée et avec des échantillons de taille plus importante.

Effets de l’inhibition du TGF-β1 sur les performances sensori-motrices chez
les animaux ayant subit un impact de 3 mm de profondeur

Le TGF-β1 est impliqué dans la régulation des protéines de la MEC au niveau des
sites de lésion en inhibant la production des MMPs et en augmentant l’expression de
protéases comme les TIMPs [Verrecchia et Mauviel, 2002, Brionne et al., 2003]. Il induit
par ailleurs l’activation des astrocytes favorisant, par conséquent, la formation de la



136 Chapitre 3

cicatrice gliale [Moon et Fawcett, 2001]. Il semble également jouer un rôle dans les pro-
cessus inflammatoires en activant les cellules de la microglie [Lesné et al., 2002]. Enfin,
il participe à la neuroprotection en inhibant notamment les phénomènes d’excitotoxicité
[Docagne et al., 2003]. Nos analyses histologiques indiquent que, 2 jours après la lésion
traumatique opérée avec une profondeur d’impact de 3 mm, les animaux présentent
une destruction du cortex cérébral relativement modérée. Il est par conséquent probable
que, chez ces animaux, le phénomène de réaction astrocytaire soit lui-même également
modéré, tout comme les phénomènes d’inflammation ou d’excitotoxicité. La tendance à
une meilleure récupération des performances sensori-motrices chez les animaux soumis
à l’inhibition du TGF-β1 suggère une meilleure réparation du tissu neuronal chez ces
animaux comparativement à ceux traités avec une solution physiologique. Cet effet pour-
rait indiquer que, dans le cas d’une lésion modérée, les effets bénéfiques de l’inhibition
du TGF-β1 sur la repousse axonale (inhibition de la gliose réactionnelle et inhibition
de l’inflammation) sont prédominants. L’effet délétère résultant de l’inhibition des phé-
nomènes de neuroprotection serait alors négligeable compte tenu de l’étendue limitée
des lésions. Ces interprétations sont cependant à considérer avec réserve en raison de
la non-significativité de nos résultats. Pour tester cette hypothèse, il serait néanmoins
intéressant de réaliser une analyse histologique approfondie entre les animaux contrôles
et les animaux traités.

Effets de l’inhibition du TGF-β1 sur les performances sensori-motrices chez
les animaux ayant subit un impact de 4 mm de profondeur

Nos analyses histologiques indiquent que 2 jours après la lésion traumatique opérée avec
une profondeur d’impact de 4 mm, les animaux présentent une destruction massive du
cortex accompagnée d’altérations importantes au niveau des structures sous-corticales
ipsilatérales. Cette lésion sévère se traduit probablement par une réaction astrocytaire
massive accompagnée de phénomènes d’inflammation et d’excitotoxicité très importants.
La tendance à une moins bonne récupération sensori-motrice chez les animaux soumis
à ce type de lésion et à une inhibition du TGF-β1, suggère une moins bonne réparation
du tissu neuronal comparativement aux animaux traités avec une solution physiologique.
Cette interprétation s’oppose à celle avancée pour expliquer l’effet bénéfique du traite-
ment anti-TGF-β1 chez des animaux soumis à une lésion traumatique modérée (L3).
Néanmoins, l’effet délétère de l’inhibition du TGF-β1 sur les phénomènes de neuropro-
tection, qui pourrait se révéler négligeable dans le cadre d’une lésion modérée, pourrait
en revanche être prédominant dans le cadre d’une lésion sévère. En effet, compte tenu
de l’étendue du territoire lésé dans le cas d’un impact avec une profondeur de 4 mm, il
est probable que le traitement anti-TGF-β1 ne soit pas suffisant pour inhiber les phé-
nomènes de cicatrisation gliale et d’inflammation à un niveau permettant de compenser
les processus d’excitotoxicité. Ces derniers, favorisés par la sévérité du traumatisme et
renforcées par l’inhibition du TGF-β1, pourraient en effet masquer les effets bénéfiques
observés lors d’une lésion modérée. Cette interprétation semble en accord avec le fait que
cet effet délétère se révèle plus tardivement que l’effet bénéfique observé précédemment.
Une analyse histologique approfondie pourrait là encore nous permettre de tester cette
hypothèse.

Effets de l’inhibition du TGF-β1 sur les performances cognitives chez les
animaux ayant subit un impact de 3 mm de profondeur

Les animaux traités avec l’oligonucléotide anti-sens dirigé contre l’ARNm du TGF-β1
semblent apprendre la tâche moins rapidement et présentent une moins bonne restitution
de la mémoire spatiale que les animaux contrôles. La tendance à une diminution des
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capacités d’apprentissage et de mémorisation observées chez les animaux lésés avec une
profondeur d’impact de 3 mm et soumis à l’inhibition du TGF-β1 suggère une altération
des processus de réparation tissulaire. Ces résultats sont cependant incohérents avec
ceux obtenus par les mêmes animaux lors de l’évaluation des capacités sensori-motrices.
Néanmoins, il nous est difficile d’interpréter et de discuter ces résultats compte tenu de
leur non significativité (pas d’interaction entre les facteurs temps et traitement) et du fait
que nos expériences avec des lésions de sévérités différentes n’ont pas permis de valider
la méthodologie employée pour la réalisation de ce test.

Effets de l’inhibition du TGF-β1 sur les performances cognitives chez les
animaux ayant subit un impact de 4 mm de profondeur

Les résultats nous semblent une fois de plus difficile à interpréter et à discuter compte
tenu de leur non significativité (pas d’interaction entre les facteurs temps et traitement)
et du fait que nos expériences avec des lésions de sévérités différentes n’ont pas permis
de valider la méthodologie employée pour la réalisation de ce test.

Conclusions

Lors de cette étude nous avons mis au point un modèle de lésion du cortex cérébral
contrôlé, ainsi que des test comportementaux afin d’étudier les déficits causés par la
lésion et afin d’étudier l’effet potentiellement neurorégénérateur de molécule comme le
TGF-β. Cependant, le modèle reste à perfectionner notamment dans le cas de la piscine
de Morris afin de nous placer dans des conditions plus optimales qui permettront une
meilleure appréciation des observations. Une étude histologique plus détaillée des lésions
est également nécessaire, en utilisant notamment différents marqueurs d’activation des
astrocytes comme l’actine α-ML. Enfin, nos travaux concernant l’étude de différents trai-
tements neuroprotecteurs agissant sur le comportement astrocytaire et la formation de
la cicatrice gliale, doivent être précisés.
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4.1 But de l’étude

Dans cette étude, nous avons étudié les interactions entre la voie pro-apoptotique Fas
et la voie TLR4 afin de déterminer si, comme c’est le cas dans les lymphocytes B
[Acosta-Rodríguez et al., 2007], l’activation de la voie TLR4 est capable d’augmenter
la susceptibilité des glioblastomes à mourir lors de l’activation de la voie Fas.

4.2 Introduction

Le glioblastome (ou astrocytome de grade IV) est la tumeur primitive du cerveau la
plus fréquente et la plus agressive. Le principal traitement demeure actuellement la ré-
section chirurgicale complète, mais cette résection complète est en réalité pratiquement
impossible à cause du caractère très invasif de cette tumeur. La rechute est quasiment
inévitable et le taux de survie très faible. Différents traitements, associés à la résection
chirurgicale, sont utilisés comme la radiothérapie ou l’administration de temozolomide,
médicament anticancéreux commercialisé sous le nom de TEMODAL par les laboratoires
Schering Plough. Cependant, définitivement, ce type de tumeur reste associé à un très
mauvais pronostique avec moins 30 % de survie à 1 an, 5 % à 3 ans et 3 % à 5 ans
(Populations Européenne et US) [Brandes et al., 2008]. Aujourd’hui, des études sur les
radiosensibilisateurs, l’hypoxie, le métabolisme, l’angiogenèse et la nature infiltrante de
ces tumeurs [Palanichamy et Chakravarti, 2009], ainsi que l’étude des mécanismes impli-
qués dans l’apoptose ou l’arrêt de la croissance sont en cours. L’activation de la voie Fas
(CD95/APO-1) est connue pour induire l’apoptose dans certaines tumeurs et pour induire
par conséquent, la régression de ces tumeurs [Arai et al., 1997]. Fas est une glycoprotéine
transmembranaire qui appartient à la super famille des récepteurs au « tumor necrosis
factor » (TNF). L’interaction de Fas avec son ligand (Fasl) entraine le recrutement de
différentes molécules adaptatrices qui vont former le « death-inducing complex » (DISC)
[Ashkenazi et Dixit, 1998] et entraîner la création d’un signal pro-apoptotique par l’in-
termédiaire de l’activation de la voie des caspases [Scaffidi et al., 1999]. Dans le cas des
glioblastomes, l’activation de la voie Fas est liée à une augmentation de la pathogénicité
[Shinohara et al., 2000] provoquée par une prolifération cellulaire liée à l’activation des
protéines « extracellular signal-regulated kinases » (ERK) [Shinohara et al., 2000]. Au
contraire, des études récentes ont montré que le lipopolysaccharide (LPS) provenant de
l’enveloppe des bactéries à Gram négatif et de certains virus pouvait expérimentalement,
grâce à l’activation du « Toll-like receptor 4 » (TLR4), limiter l’extension des glioblas-
tomes [Chicoine et al., 2007]. L’association de TLR4/MD2/CD14 constitue le récepteur
au LPS [Cohen, 2002]. Le CD14 est une protéine qui peut se retrouver sous une forme
soluble ou associée à la membrane cellulaire. La forme soluble peut se lier au domaine
extracellulaire du TLR4, le tout étant stabilisé par le MD2 à la surface de la cellule.
Le TLR4/MD2/CD14 possède une forte affinité pour le LPS et va initier une cascade
d’événements provoquant l’activation du NF-ΚB qui va ensuite classiquement induire
la transcription de différents facteurs [Barton et Medzhitov, 2003]. De plus, l’activation
de la voie du LPS, associée avec l’expression de la cytokine « B cell activating factor
belonging to the TNF family » (BAFF) qui est impliquée normalement dans la survie
et la maturation des lymphocytes B, va augmenter la sensibilité des cellules B à la mort
induite par l’activation de la voie Fas [Acosta-Rodríguez et al., 2007]. Les lymphocytes
B murins activés de façon concomitante par le LPS et BAFF sont protégés d’une apop-
tose spontanée mais sont davantage susceptibles à la mort cellulaire induite par Fas. Ce
processus est associé à une augmentation très importante de l’expression de Fas par un
mécanisme qui passe notamment par l’inhibition de la voie mitogen-activated protein
kinase (MEK)/ERK [Acosta-Rodríguez et al., 2007]. De plus, il est classiquement admis
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que les processus impliqués dans les différents stades de progression des cancers (prolifé-
ration cellulaire, réduction de l’apoptose, recrutement des cellules immunitaires, angioge-
nèse, induction de la multirésistance. . .), sont « protéases dépendants ». Parmi toutes les
protéases, les caspases sont impliquées dans des mécanismes variés et notamment dans
la cascade menant à l’apoptose [Pop et Salvesen, 2009]. Les MMPs également, par leur
action sur leurs différents substrats, vont avoir des effet pro- ou anti-tumorogéniques et
vont pouvoir interférer avec les mécanismes impliqués dans la croissance et la mort cellu-
laire [Fingleton, 2006]. Dans cette étude, les effets de l’activation des voies Fas et TLR4
sur la prolifération et la migration de deux lignées de glioblastomes humain en culture,
ainsi que l’implication des caspases et des MMPs dans ces effets ont été analysés.

4.3 Méthodologie générale

Ce travail a été réalisé avec deux lignée de glioblastomes humains : U118-MG (ATCC
n̊ HTB-15) et U87-MG (ATCC n̊ HTB-14). L’activation de la voie Fas a été réalisée
à l’aide d’un anticorps agoniste (clone 7C11, beckman Coulter, Paris, France) confor-
mément à des études précédemment réalisées dans le laboratoire [Bertrand et al., 2009,
Fauchais et al., 2008]. L’activation de la voie TLR4 a été réalisée avec différentes concen-
trations de LPS. La prolifération cellulaire a été évaluée en utilisant un test XTT. Ce test
est basé sur la capacité des cellules vivantes à réduire le sel de tetrazolium en formazan,
composé soluble détectable grâce à un spectrophotomètre à la longueur d’onde de 450
nm. L’intensité de la coloration est directement proportionnelle au nombre de cellules
viables et peut être utilisée pour évaluer la viabilité et la prolifération [Mosmann, 1983].
La validation de l’effet des traitements sur la prolifération des cellules de glioblastomes
a été réalisée par cytométrie en flux grâce au Clik-iT EdU Flow Cytometry Assay Kit
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France). L’apoptose cellulaire a été étudiée par dosage des
nucléosomes solubles avec le kit Cell Death Detection ELISA PLUS (Roche Applied
Science, Meylan, France). L’analyse de l’effet des caspases sur la prolifération des cellules
de glioblastomes a été réalisée en utilisant un inhibiteur pan-caspases (BOK-FMK, Invi-
trogen). L’expression du TLR4 et des MMP-2 et 9 a été analysée par western blot après
électrophorèse sur gel de polyacrylamide et révélation par électrochimiluminescence. En-
fin, la migration cellulaire a été étudiée dans un modèle de plaie in vitro pratiqué sur un
tapis cellulaire à confluence et confirmée par l’utilisation d’inserts en silicone (Biovalley,
Marne-la-Vallée, France).

4.4 Résultats principaux

L’activation de la voie Fas induit une augmentation de la prolifération des deux lignées
de glioblastomes. L’activation de la voie TLR4 par du LPS induit également la proliféra-
tion des cellules de glioblastomes quelque soit les concentrations utilisées. Dans les deux
lignées, un effet dose dépendant est observé et nous avons choisi d’utiliser la concentra-
tion de 150 ng/ml de LPS pour les expériences ultérieures. La présence de TLR4 sur
les deux lignées a été confirmée par western blot. L’activation des deux voies, de façon
concomitante, provoque une diminution de la prolifération. Ces différents effets sur la pro-
lifération ont été confirmés par cytométrie en flux. L’analyse de l’apoptose au sein des
deux lignées montre que l’apoptose basale est plus élevée dans les U118-MG par rapport
au U87-MG. L’activation de la voie Fas ne modifie pas l’apoptose des cellules U118-MG,
mais augmente significativement l’apoptose des cellules U87-MG. De plus, l’activation
de la voie TLR4 ne modifie pas l’apoptose basal dans aucune des deux lignées. Enfin,
l’activation concomitante des deux voies ne modifie pas les observations faîtes après l’ac-
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tivation de la voie Fas uniquement. L’utilisation d’un inhibiteur pan-caspases induit une
inhibition significative de la prolifération induite par Fas dans les deux lignées cellulaires.
Par contre, dans les deux lignées, cet inhibiteur ne modifie pas de façon significative la
prolifération induite par l’activation de la voie TLR4. De plus, l’inhibiteur pan-caspases
annule l’effet anti-prolifératif observé après activation concomitante des deux voies. Les
tests de plaie in vitro montrent qu’une importante migration est observée lors de l’ac-
tivation de la voie Fas par l’anticorps agoniste, alors qu’une augmentation minime non
significative est observée après activation de la voie TLR4. La stimulation concomitante
des deux voies Fas et TLR4 ne produit pas de modification significative de la migration
par rapport au contrôle. La MMP-9 est présente pour chaque condition, sous sa forme
pro dans les lysats cellulaires et sous sa forme active à la fois dans les lysats cellulaires
et les surnageants de culture. Dans les deux lignées cellulaires, une faible augmentation
de la forme pro est observée dans les lysats cellulaires après activation des voies Fas ou
TLR4. Après activation concomitante des deux voies, cette faible augmentation de la
pro-MMP-9 disparaît. La forme active de la MMP-9 ne varie pas dans les lysats cellu-
laires quelque soit le traitement. Dans les surnageants, la forme active de la MMP-9 est
augmentée après activation de la voie Fas, alors qu’elle est diminuée après activation du
TLR4 et activation concomitante des deux voies. La forme pro de la MMP-2 a été dé-
tectée dans les lysats cellulaires ; la forme active n’a jamais été détectée que ce soit dans
les lysats cellulaires ou dans les surnageants. Quelque soit le traitement, l’expression de
la pro-MMP-2 n’est pas modifiée.

4.5 Discussion

Dans cette étude, nous avons montré une prolifération des deux lignées cellulaires (U118-
MG et U87-MG) induite par l’activation de la voie Fas ; cet effet était inhibé par l’ac-
tivation concomitante de la voie Fas et de la voie TLR4. Cet effet ne semble pas du à
une induction de l’apoptose, mais semble être caspases dépendant. De plus, le traitement
avec du LPS réduisait la migration cellulaire et l’expression de la MMP-9 active induite
par l’activation de la voie Fas. Bien que l’activation de la voie Fas ait été classiquement
décrite comme induisant l’apoptose, les astrocytes sont résistants à l’effet cytotoxique de
Fas [Lee et al., 2000] et d’autres études ont montré la résistance des glioblastomes à la
mort induite par Fas [Riffkin et al., 2001, Weller et al., 1994]. Nos résultats confirment
que l’activation de la voie de Fas, à côté de son effet classiquement décrit sur l’induction
de l’apoptose, peut aussi au contraire induire la prolifération de populations cellulaires
particulières. Récemment, il a été montré que, dans les cellules de glioblastomes, des
modifications surviennent au niveau du DISC, provoquant une inhibition du clivage de
la caspase 8 et le clivage du NF-ΚB, induisant alors une résistance des glioblastomes à
l’apoptose [Bellail et al., 2009]. En outre, le traitement avec du LPS induit également la
prolifération des cellules de glioblastomes, avec un effet discret sur la lignée U118-MG,
mais une forte induction sur la lignée U87-MG. Lorsque les lignées ont été traitées avec
l’anticorps agoniste de Fas et du LPS conduisant à l’activation des voies Fas et TLR4, une
diminution de la prolifération a été observée. Les mécanismes par lesquels la voie TLR4
est capable de moduler la prolifération induite par l’activation de la voie Fas ne sont pas
actuellement connus. Nous avons clairement montré, par western blot, que le TLR4 est
exprimé par les deux lignées de glioblastomes. Au contraire, Chicoine et al. (2007) n’ont
pas montré d’expression de TLR4 ni de CD14 dans des cellules de glioblastomes traitées
ou non expérimentalement in vivo avec du LPS ; dans ce travail, les auteurs suggèrent
alors que l’effet du LPS observé serait du à une expression de TLR4 par des éléments
non tumoraux infiltrés comme la microglie ou les cellules inflammatoires. L’absence de
TLR4 est aussi suggérée dans les astrocytes et les oligodendrocytes, cellules qui seraient
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avec leurs progéniteurs à l’origine des glioblastomes [Lehnardt et al., 2002]. Cependant,
d’autres études ont montré que les astrocytes murins et humains sont capables d’expri-
mer TLR2, TLR3 et TLR4 en réponse à des infections virales et bactériennes, l’activation
de ces récepteurs étant alors responsable de la production de cytokines pro-inflamatoires
[Bowman et al., 2003, Bsibsi et al., 2002, Carpentier et al., 2005]. De plus, certaines tu-
meurs sont connues pour exprimer les TLRs [Huang et al., 2005]. Par exemple des études
ont montré que la lignée de gliome GL261 exprime TLR2, TLR3 et TLR4. La stimula-
tion de ces récepteurs avec les ligands correspondants induit une augmentation du CMH
de classe I et la sécrétion d’IL-6 in vitro [Grauer et al., 2008]. Quoi qu’il en soit, ayant
prouvé que TLR4 est exprimé par les deux lignées de glioblastome U87-MG et U118-MG,
on peut admettre que les effets provoqués par le traitement avec du LPS sont, dans notre
étude, induits par la fixation du LPS à TLR4. De plus, Carpenter et al. (2009) ont décrit
un nouveau composant du complexe TLR4 nommé « TLR4 interactor with leucine-rich
repeats » (TRIL). TRIL qui est très exprimé dans les astrocytes, interagit avec le LPS et
pourrait avoir une importance majeure dans la réponse de ces cellules aux stimulations
du complexe TLR4 [Carpenter et al., 2009]. En effet, le LPS a de nombreux autres effets
biologiques, y compris des effets pro [Schildberg et al., 2005, Sherwin et Fern, 2005] ou
anti-apoptotiques [Chao et al., 2005]. Nous avons observé que la diminution de la proli-
fération induite par l’activation concomitante des deux voies de signalisation n’était pas
due à une augmentation de l’apoptose, mais que cet effet était caspases dépendant. En
effet, si il est bien connu que les caspases sont des acteurs majeurs dans l’initiation et
l’exécution de l’apoptose, il a également été montré que certaines caspases pouvaient à la
fois, suivant les situations, promouvoir ou inhiber l’apoptose. Par exemple, c-FLIPL qui
est une caspase tronquée, induit l’activation de la pro-caspase-8 et l’apoptose, mais c-
FLIPL peut également inhiber l’apoptose [Chang et al., 2002]. L’inhibiteur pan-caspases
que nous avons utilisé, inhibe aussi c-FLIPL ; ceci pourrait expliquer la réduction par un
traitement avec du LPS de la prolifération induite par l’activation de la voie Fas de façon
caspases dépendante et sans induction de l’apoptose (Figure : 4.1).

L’activation de la voie Fas induit la migration des deux lignées de glioblastomes, mais
la stimulation par du LPS ne modifie pas de manière significative cette migration. Dans
notre étude, nous observons que la migration cellulaire induite par l’activation de la voie
Fas disparaît totalement lorsque les cellules de glioblastomes sont traitées à la fois par
l’anticorps agoniste de Fas et le LPS. Aujourd’hui il est bien admis que la migration des
cellules est protéases dépendante avec une implication majeur des MMPs. Il est aussi
bien connu, que l’activité protéolytique dans les tumeurs est régulée de façon complexe,
aussi bien dans les cellules cancéreuses instables génétiquement, que dans les cellules du
stroma, comme les fibroblastes, les cellules endothéliales et les cellules inflammatoires
[Guyot et al., 2007b]. Des études in vitro et des études chez l’animal ont clairement dé-
montré l’importance des protéases dans beaucoup de processus de carcinogenèse. Bien que
les premiers essais cliniques portant sur des inhibiteurs de protéases soient restés sans
succès, des études récentes montrent que l’utilisation d’inhibiteurs de MMPs associés
avec des agents cytostatiques aurait un effet dans les stades précoces de développement
d’un cancer (pour revue [Mannello et al., 2005, Hidalgo et Eckhardt, 2001]). Ogier et al.
(2005) ont observé que l’activation de Fas stimule la libération de MMP-9 par les astro-
cytes. De plus, il a été démontré que la MMP-9 faciliterait l’invasion des glioblastomes in
vitro et qu’une surexpression de la MMP-9 serait corrélée avec la progression des gliomes
in vivo [Komatsu et al., 2004, Wang et al., 2003a, Zhao et al., 2007]. Ainsi, l’inhibition
de l’expression de la MMP-9 après traitement des cellules de glioblastomes par l’anticorps
agoniste de Fas et le LPS, pourrait être responsable de l’inhibition de la migration. Nos
résultats montrent donc que l’activation concomitante des voies Fas et TLR4 provoque
un effet anti-prolifératif, et inhibe la migration, tout en induisant une réduction de l’ex-
pression de la forme active de la MMP-9. De façon intéressante, dans notre étude, les
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Figure 4.1 – Schématisation des interactions entre les voie Fas et TLR4 dans les cellules
de glioblastome.

deux lignées de glioblastomes ont réagit de la même manière. Cependant, même si les
deux lignées sont des astrocytomes de grade IV, la lignée U87-MG est souvent décrite
comme étant très résistante à l’action de substances pouvant présenter des propriétés
anti-cancéreuses. De fait, nous avons observé dans la lignée U87-MG, la présence de
cellules souches qui pourraient être impliquées dans l’agressivité plus prononcée de ces
cellules de glioblastomes [Bertrand et al., 2009]. Les glioblastomes, et particulièrement
ceux qui expriment le récepteur Fas, sont très résistants aux thérapies conventionnelles.
La combinaison de deux agents anti-cancéreux pourrait être une bonne approche pour
limiter cette résistance à la chimiothérapie. Par exemple, nous avons démontré expéri-
mentalement in vivo, qu’un traitement avec le FasL et l’étoposide diminue la prolifération
et induit l’apoptose dans des glioblastomes. En effet, la combinaison de ces deux molé-
cules réduit de façon significative la taille des tumeurs après une xénogreffe de cellules
de glioblastomes dans le cerveau de rats [Giraud et al., 2007]. Ainsi, l’association de mo-
lécules capables d’induire des effets anti-prolifératifs et anti-migratoires pourrait offrir
une nouvelle alternative thérapeutique pour traiter des glioblastomes qui pour la plupart
d’entre eux répondent peu ou pas aux thérapeutiques actuellement disponibles.
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Abstract

Glioblastomas are the most frequent primary brain tumours in adult, and effective sur-
gical or therapeutical stategies are not available leading to a very poor diagnosis. The
Fas (CD95/APO-1) pathway is already described as an activator of the glioblastoma
proliferation increasing the pathogenicity of this tumor. The lipopolysaccharide (LPS)
pathway depending on Toll-like receptor 4 (TLR4) is currently the aim of various studies
to limit the glioblastoma spreading, but the mechanisms involved are not completely
known. In this work, the effects of Fas and TLR4 pathway activations were studied. The
glioblastoma cell lines U87-MG (ATCC n̊ HTB-14) and U118-MG (ATCC n̊ HTB-15)
were used. The Fas and the TLR4 pathways were activated by an agonist antibody (clone
7C11) or by different LPS concentrations respectively. Activation of the Fas pathway or
of the TLR4 pathway induced cell proliferation. However, cell treatment by both agonist
antibody and LPS decreased proliferation. Anti-proliferative effect of the simultaneous
activation of Fas and TLR4 pathways was caspase dependent. Moreover, in the same
conditions, we observed a decrease of the cell migration and of the matrix metalloprotei-
nase (MMP)-9 expression. These data suggest that LPS which activates TLR4 pathway
inhibits the proliferation observed in glioblastoma cell lines after activation of the Fas
pathway. This work allows us to define new interactions between different pathways in-
volved in glioblastoma invasion and pathogenicity, leading to new potential therapeutical
approaches.

Key words : glioblastoma, Fas, TLR4/CD14, LPS, caspase, MMP, migration
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Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à l’étude des cellules impliquées dans la
réparation tissulaire, notamment dans la fibrose hépatique et dans la formation de la
cicatrice gliale dans le SNC. Dans ces deux organes, les types cellulaires impliqués dans
les processus de réparation et dans le dépôt de MEC sont différents. Dans la fibrose
hépatique, différentes sous-populations de fibroblastes peuvent acquérir un phénotype
myofibroblastique et sécréter activement différentes protéines de la MEC. Dans le SNC,
bien que les fibroblastes puissent être impliqués si la lésion et importante avec une rupture
des méninges, ce sont les astrocytes qui jouent un rôle majeur dans les processus de
cicatrisation.

Dans la première partie de ce travail, nous avons étudié, dans un modèle de tranches
de foie en culture, les cellules fibrogéniques impliquées suivant le type de lésion hépa-
tique. Dans des lésions de type cirrhose alcoolique, les CEF qui peuvent acquérir un
phénotype myofibroblastique jouent un rôle majeur. Dans les cholestases hépatiques, ce
sont principalement les fibroblastes portaux qui sont impliqués. Le marqueur principal
de l’activation de ces cellules qui acquièrent donc un phénotype myofibroblastique, est
l’actine α-ML. Le modèle de tranches de foie en culture est un modèle ex vivo très in-
téressant, car il permet de conserver l’organisation du tissu et donc, les interactions
cellule-cellule et cellule-MEC. Dans ce travail, nous avons montré que, durant le remo-
delage du foie dans les tranches en culture de tranches, le comportement des cellules
myofibroblastiques impliquées dans les différentes conditions pathologiques sera différent
selon qu’elles dérivent des CEF ou des fibroblastes portaux. En effet, les CEF peuvent
perdre l’expression de l’actine α-ML et réacquérir un phénotype plus quiescent alors que
les fibroblastes portaux disparaissent par apoptose. Ce modèle nous a permis de suggérer
l’importance du stress mécanique sur les fibroblastes portaux en corrélant les informa-
tions obtenues lors d’une décompression biliaire chirurgicale et lors d’une décompression
biliaire « artificielle » obtenue lors de la mise en culture des tranches de foie : cette décom-
pression provoque une modification des tensions dans le microenvironnement cellulaire,
induisant l’apoptose dans les fibroblastes portaux et donc, une disparition du marquage
pour l’actine α-ML. Récemment, une étude protéomique comparant ces deux populations
fibrogéniques met encore davantage en évidence les différences entre ces deux populations
de cellules fibrogéniques hépatiques en proposant de nouveaux marqueurs originaux et
en soulignant le rôle bien sûr majeur des myofibroblastes dans la cicatrisation hépa-
tique [Bosselut et al., 2010]. En ce qui concerne notre travail, une analyse sur de plus
nombreuses situations pathologiques présentant différents aspects histologiques, notam-
ment, par exemple, des cirrhoses micronodulaires versus des cirrhoses macronodulaires,
serait très importante pour conforter ces observations et obtenir de nouvelles informa-
tions.

Dans une autre partie de ce travail, nous nous sommes intéressés aux cholangiocarcinomes
et plus particulièrement, aux fibroblastes impliqués dans la réaction stromale. Dans le
foie, les cellules fibrogéniques à l’origine de la réaction stromale n’ont pas été clairement
identifiées. La réaction stromale des carcinomes hépatocellulaires est généralement mo-
deste. Au contraire, le cholangiocarcinome se caractérise par une fibrose intra-tumorale
et péri-tumorale considérable suggérant un phénotype particulier des fibroblastes impli-
qués. De part leur localisation autour des ductules portes, il est fort probable que les
fibroblastes portaux soient responsables de cette intense réaction stromale observée dans
les cholangiocarcinomes. Nous avons pratiqué une étude protéomique pour comparer les
protéines exprimées dans le foie non-tumoral avec les protéines exprimées dans la tu-
meur, et plus particulièrement, avec les protéines exprimées dans la partie stromale de la
tumeur. La majorité des protéines sur-exprimées dans les cholangiocarcinomes sont des
protéines impliquées dans le cytosquelette, le métabolisme et l’apoptose ou la survie cellu-
laire. Les protéines sous-exprimées sont quant à elles, majoritairement impliquées dans le
métabolisme. Certaines de ces protéines ont déjà été montrées comme étant différenciel-
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lement exprimées dans d’autre modèles expérimentaux ou dans d’autres tumeurs comme
les cancers du colon ou du pancréas. Parmi ces protéines, l’actine α-ML est bien sûr très
exprimée dans le stroma de la tumeur qui contient les myofibroblastes, et n’est quasi-
ment pas exprimée dans le foie normal. De plus, nous avons montré que deux protéines,
la protéine 14-3-3 et la périostine, sont particulièrement exprimées dans les cholangio-
carcinomes. La protéine 14-3-3 est fortement exprimée dans les cellules tumorales : elle
joue un rôle dans la régulation du cycle cellulaire et la suppression de l’apoptose et son
expression pourrait constituer un nouvel indicateur pour évaluer l’évolution du cancer.
De plus, la protéine 14-3-3 sigma peut être sécrétée via des exosomes et induire l’ex-
pression des MMP-1 et MMP-3 qui vont favoriser la migration cellulaire et augmenter
le pouvoir invasif de la tumeur. La périostine est exprimée de façon très importante par
les myofibroblastes du stroma. Des études récentes ont montré que la périostine pouvait
induire la migration cellulaire ainsi que la transition épithélio-mésanchymateuse des cel-
lules cancéreuses pancréatiques ; tout comme la protéine 14-3-3, elle pourrait être utilisée
comme un marqueur de la malignité d’un cancer.

La troisième partie de ce travail constitue la mise en place de modèles in vitro et in
vivo de lésion du SNC dans le but de pouvoir étudier les processus impliqués dans la
réparation du SNC. Le modèle in vitro est basé de façon très simple, sur l’activation des
astrocytes par du LPS qui va mimer les effet d’une lésion et activer ainsi les astrocytes.
Nous avons montré que l’activation de la voie pro-apoptotique Fas n’induit pas l’apoptose
des astrocytes dans nos conditions de cultures. Au contraire, nous avons enregistré, lors
de l’activation de la voie Fas, une augmentation de la prolifération astrocytaire. Cette
prolifération est du même ordre que la prolifération induite lors de l’activation des astro-
cytes par du LPS. Bien sûr, l’activation des astrocytes lors d’une lésion du SNC, dépend
de très nombreux facteurs et les voies de signalisation semblent très profondément im-
briquées. De plus, nous avons identifié parmi la population astrocytaire du cortex, deux
populations différentes morphologiquement et par les marqueurs qu’elles expriment : une
population exclusivement GFAP positive et une population qui exprime à la fois la GFAP
et l’actine α-ML, le marqueur de la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes.
Le pouvoir migratoire de cette population qui exprime l’actine α-ML dans les fibres de
stress semble réduit. Grâce à une technique de tri originale, nous avons donc démontré
que les astrocytes « normaux » développaient l’expression l’actine α-ML in vitro ; ainsi,
contrairement à ce qui est couramment admis, le phénotype des cellules impliquées dans
la réparation du SNC serait finalement semblable au moins en partie au phénotype des
cellules rencontrées lors de la réparation des autres organes et dans la réaction stromale
aux tumeurs. Ce résultat constitue une observation tout à fait originale.

Le modèle in vivo est basé sur la contusion contrôlée du cortex cérébral chez le rat et la
mise en place de tests comportementaux (test de marche sur la poutre et test de la pis-
cine de Morris), afin de vérifier les déficits moteurs et cognitifs et afin d’étudier les effets
de différents traitements neuroprotecteurs. Les observations macroscopiques et microsco-
piques indiquent que les rats ayant subi une contusion avec une profondeur d’impact de
4 mm présentent des dommages beaucoup plus importants que les animaux soumis à
un impact de 3 mm de profondeur à une vitesse de contusion identique validant ainsi
la pertinence du modèle. Les effets sur les capacités sensori-motrices des rats sont bien
visibles quelque soit la profondeur de la lésion. Ces effets semblent cependant similaires
quelque soit la profondeur de la lésion. Le premier traitement étudié a été l’inhibition
du TGF-β1 grâce à l’utilisation d’un oligonucléotide antisense. Dans les processus de
réparation tissulaire, le TGF-β1 favorise le dépôt des protéines de la MEC en inhibant
la production des MMPs et surtout, en augmentant l’expression de certains inhibiteurs
de protéases comme les TIMPs. Il induit par ailleurs l’activation des astrocytes favori-
sant, par conséquent, la formation de la cicatrice gliale. Il semble également jouer un
rôle dans les processus inflammatoires en activant les cellules de la microglie. Enfin, il
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participe à la neuroprotection en inhibant notamment, les phénomènes d’excitotoxicité.
L’utilisation de l’oligonucléotide antisense améliore globalement les capacités sensori-
motrices des animaux. Cependant, ces observations préliminaires doivent être confirmées
et les mécanismes impliqués doivent être clairement déterminés. L’évaluation des perfor-
mances cognitives en utilisant le test de la piscine de Morris n’est pas, pour l’instant,
satisfaisant ; des améliorations techniques doivent être apportées pour rendre ce test plus
discriminant.

Le dernier volet de ce travail est fondé sur l’étude des interactions entre la voie Fas et
la voie du TLR4 dans deux lignées de glioblastomes en culture. Chez l’adulte, ce sont
les tumeurs cérébrales les plus fréquentes et c’est la deuxième cause de mortalité par
cancer chez l’enfant après la leucémie et la 3ème chez l’adulte. Nous avons montré que
l’activation de la voie Fas induit la prolifération des glioblastomes, et le traitement avec
du LPS est capable d’inhiber cette prolifération induite par l’activation de la voie Fas.
L’apoptose reste constante quelque soit le traitement, et l’utilisation d’un inhibiteur pan-
caspases annule les effets de cette activation de Fas, soulignant le rôle de ces protéases
dans ces mécanismes. Des tests de plaie in vitro montrent que l’activation de la voie Fas
augmente le pouvoir migratoire des cellules de glioblastome et que le traitement avec du
LPS inhibe cette capacité. Parallèlement, on observe une augmentation de la MMP-9
après activation de la voie Fas et une diminution de son expression si un traitement avec
du LPS est également réalisé. Il a déjà été décrit dans d’autres tumeurs une augmenta-
tion de la MMP-9 qui favorise la migration et les métastases, avec une corrélation forte
in vivo entre l’expression de la MMP-9 et un pouvoir très invasif des glioblastomes. Nos
résultats avec le LPS montrent qu’une activation des voies impliquant le récepteur TLR4
pourrait constituer une piste séduisante pour envisager de nouvelles solutions thérapeu-
tiques.

Dans ce travail, nous avons montré des similitudes entre la réparation d’un organe comme
le foie, la formation de la réaction stromale accompagnant le développement d’une tu-
meur, et la réparation du SNC. Bien que les cellules fibrogéniques impliquées soient
différentes suivant les situations, CEF, fibroblastes portaux, astrocytes, il semble finale-
ment que la différenciation myofibroblastique constitue un mécanisme commun retrouvé
quelque soit l’organe. Concernant le SNC, nos observations très originales concernant une
sous-population d’astrocytes capable d’exprimer l’actine α-ML doivent être confirmées.
Les recherches actuellement menées pour trouver des voies capables d’interférer avec la
différenciation myofibroblastique qui, bien que nécessaire dans les processus de répara-
tion physiologique, devient délétère dans les situations pathologiques, pourraient donc
concerner non seulement les fibroses d’organes et les tumeurs, mais également les lésions
du SNC qui très souvent entraînent des déficits moteurs ou cognitifs majeurs suite au
caractère irréversible de la cicatrice gliale.
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184 Chapitre A

A.1 Principes généraux de la technique de SdFFF : mode
d’élution inertiel.

Le concept des méthodes de (SdFFF) a été inventé à la fin des années 1960 par J.C.
Giddings. Elles représentent une famille de techniques apparentées à la chromatographie
liquide où la colonne est remplacée par un canal en forme de ruban de très faible épais-
seur (80-250 µm) devant la largeur (1-2 cm) et la longueur (50-90 cm) (Giddings, 1993)
(Figure : A.1). La séparation des espèces microniques (cellules, amidon) dépend de leur

Figure A.1 – Schéma général d’un canal de séparation de FFF.

sensibilité à deux forces antagonistes :

1. une force associée à l’application d’un champ externe multigravitationnel (mise
en rotation du canal) appliqué perpendiculairement à la grande surface du canal,
conduisant les particules vers la paroi d’accumulation (vitesses d’élution faibles) ;

2. une force d’élévation d’origine hydrodynamique liée au déplacement des particules
dans la phase mobile, les conduisant vers le centre du canal (vitesses d’élution
élevées).

La balance de ces deux forces définit une position d’équilibre pour chaque population de
particules séparées. Les particules sont alors focalisées dans de fines couches situées au
dessus de la paroi d’accumulation. Ces monocouches seront éluées à la vitesse de la ligne
de flux passant par leur centre de gravité (Figure : A.2).

Les forces hydrodynamiques sont décrites par les équations suivantes (Williams S, 1994) :

FL = FI + Fasc ≈ C a3ηSo
δ avec FI = C a3η6〈V 〉

δw et Fasc = 13, 5π 〈V 〉
2a4ρ
w2 g( xw )

FL : forces hydrodynamiques, FI : forces inertielles, Fasc : forces ascensionnelles, C : coefficient
adimensionnel dépendant du flux de phase mobile (≈7.10-3), a : rayon des particules, η : viscosité,
ρ : densité de la phase mobile, So : coefficient de Soret, δ : distance entre le centre de gravité
de la monocouche et la paroi d’accumulation, ‹V› :vitesse moyenne de la phase mobile / w :
épaisseur du canal, x : distance entre le centre de gravité de la particule et la paroi.

Les facteurs influençant ces forces, et sur lesquels il est possible d’agir pour améliorer
la séparation sont essentiellement la vitesse de la phase mobile (débit) et l’épaisseur du
canal. Concernant les particules, les deux principaux paramètres régissant la séparation
et l’ordre d’élution sont la densité et la taille. A densité égale, les particules les plus
grandes génèrent le plus de forces hydrodynamiques, situées plus haut dans le canal elles
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seront éluées avant les particules de plus faible diamètre (Figure : A.1). En SdFFF, la
force de gravité s’exerçant sur une particule est de la forme :

F = m(1− ρmob
ρpart

)ω2r

m : masse de la particule, ρ : densité de phase mobile et de la particule, ω : fréquence de rotation
angulaire, r : rayon du rotor.

A taille égale, les particules les plus denses sont plus sensibles au champ de gravité et
sont éluées en dernier. Dans une population de forte polydispersité en taille et densité
comme les cellules, les particules les plus grandes et les moins denses seront éluées en
premier, alors que les plus petites et les plus denses le seront en dernier. L’intérêt du mode
d’élution inertiel est évident pour l’élution des cellules dont on connaît la fragilité et la
capacité d’interaction ou d’adhésion aux surfaces. Ces interactions conduisent à des effets
néfastes en termes d’intégrité fonctionnelle. Dans une stratégie de séparation cellulaire ou
de particules microniques, du fait de l’importante sélectivité de ce mode en fonction de la
taille et du faible risque d’interaction particules / paroi qu’il offre, le mode inertiel est un
modèle de choix, dont on doit assurer la mise en œuvre (Battu et al., 2002). La SdFFF est
une méthode préparative, douce et passive en comparaison de méthodes utilisant un pré-
marquage fluorescent ou magnétique. La SdFFF, dont l’efficacité est simplement basée
sur les propriétés biophysiques intrinsèques des cellules, est particulièrement intéressante
dans les applications pour lesquelles le marquage peut interférer avec l’utilisation des
cellules (culture, transplantation), ou pour lesquelles aucun marqueur n’est disponible,
ou dans le cas où celui-ci induit une différenciation cellulaire (cellules souches) (Battu et
al., 2002).

Figure A.2 – Principe général de séparation cellulaire par SdFFF en mode inertiel.

Le profil d’élution (fractogramme) de SdFFF est un signal de type absorbance = f (temps)
(Figure : A.3). Dans le cadre de la séparation d’espèces biologiques, afin de détermi-
ner quelle fraction correspond à la sous-population d’intérêt, selon un critère biologique
donné, il est nécessaire de réaliser un couplage avec les techniques de caractérisation bio-
logiques : cytométrie en flux, immunofluorescence, biologie moléculaire. . .. Ceci permet
un calibrage multidimensionnel des fractogrammes obtenus en fonction de la taille, de la
densité et des propriétés biologiques : état de différenciation (cellules souches), expression
de marqueurs biologiques, sensibilité à l’apoptose, etc., ceci pouvant être défini sous le
vocable général de "cellulomique" (Figure : A.3) (Battu et al., 2002).
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Figure A.3 – Profil d’élution des cellules U87-MG (fractogramme) et répartition de
l’expression du marqueur de cellules souches CD-133.

A.2 Développent instrumental

La SdFFF est reconnue comme l’une des méthodes de FFF des plus efficaces et poly-
valentes (Giddings, 1993). Cependant, sa diffusion a été jusqu’à présent limitée par le
manque récurrent de matériels fiables disponibles à la commercialisation. Ainsi, de nom-
breuses équipes, bien que désireuses de l’utiliser, y ont renoncé par manque de matériels
adéquats ou de savoir faire pour le développer. De ce fait, en produisant nos prototypes,
nous avons acquis au cours de cette dernière décennie une expérience et une place unique
aux niveaux européen et mondial. Le développement de prototypes de phase-1 à -3 (Fi-
gure : A.4) a porté sur l’ensemble des pièces maîtresses de l’appareillage : statif, bol
de centrifugation, contrôle et pilotage du moteur, joints tournants, afin de les fiabiliser,
et de permettre leur adaptation au tri cellulaire aseptique. Une étape fondamentale de
ce travail a été la mise en place du système de contre-canal (Cardot et al., 2006a). Ce
travail a été reconnu et récompensé par un Concours Allègre 2002, et par le transfert
de technologie et de valorisation au sein de l’Université de Limoges (Cardot et al., 2006
a et b). Ainsi, sommes-nous à même de proposer un outil analytique fiable et perfor-
mant, mais aussi de proposer des applications associées, démontrant la polyvalence de la
technique et d’en assurer la diffusion. Le développement instrumental de prototypes s’est
accompagné d’une adaptation méthodologique pour l’analyse biologique dont l’efficacité
est démontrée par le respect des exigences minimales en terme de séparation cellulaire
telles que le maintien

1. de l’intégrité fonctionnelle ;

2. d’un haut pourcentage de viabilité à court et long terme (culture et transplanta-
tion) ;

3. de l’état de maturation et de différenciation (Battu et al., 1993).
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(a) Phase 1 (b) Phase 2

Figure A.4 – Prototypes de phase 1 (gauche) et de phase 2 (droite).

A.3 Tri cellulaire par SdFFF

Depuis 20 ans, la SdFFF et les techniques associées ont démontré leur capacité de tri cellu-
laire dans de nombreux domaines. L’activité de tri cellulaire que nous réalisons s’organise
autour de trois axes complémentaires et interdépendants : Cancérologie / Neurologie /
Cellules souches (Bégaud-Grimaud et al., 2007 ; Bertrand et al., 2009 ; Cailleteau et al.,
2010 ; Micallef et al., 2010).
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Résumé

Cellules fibrogéniques impliquées dans la réparation tissulaire
(comparaison foie / système nerveux central), rôles des MMPs.

Le développement d’une fibrose est caractérisé par une accumulation de matrice extracellulaire (MEC).
Dans la plupart des organes, les cellules fibrogéniques impliquées dans ce dépôt de MEC sont les fibro-
blastes et les myofibroblastes alors que, dans le système nerveux central (SNC), ce sont les astrocytes.
Au cours de ce travail, nous avons réalisé une comparaison entre les cellules fibrogéniques impliquées
dans la fibrose hépatique et celles impliquées dans la « fibrose » du SNC appelée cicatrice gliale. Dans
la fibrose hépatique, en utilisant un modèle élégant de culture de tranches de foie, nous avons confirmé
que les cellules fibrogéniques impliquées dérivent des cellules étoilées du foie et / ou des fibroblastes
portaux. Parallèlement, nous avons réalisé une étude protéomique pour caractériser la réaction stromale
des cholangiocarcinomes qui implique principalement les fibroblastes portaux. Afin de pouvoir compa-
rer les phénomènes de fibroses hépatiques et la formation de la cicatrice gliale, nous avons développé
des cultures d’astrocytes à partir de cortex de rats nouveau-nés que nous avons traités avec du LPS
pour mimer l’activation observée in vivo. Nous avons étudié les interactions entre la voie pro-apoptique
Fas et le système des MMPs. De plus, nous avons séparé différentes populations astrocytaires grâce
à une technique originale de fractionnement par couplage flux/force. Parallèlement, nous avons déve-
loppé un modèle in vivo de lésion corticale chez le rat pour corréler nos observations in vitro et in vivo,
et pour étudier également l’effet de différents facteurs neuroprotecteurs. En fin, nous avons étudié les
interactions entres les voies Fas et TLR4 ainsi que le système des MMPs dans les glioblastomes.

Mots clés : Cellule fibrogénique, fibroblaste, fibrose hépatique, cicatrice gliale, astrocyte, stroma tumo-
ral, cholangiocarcinome, glioblastome.

Abstract

Fibrogenic cells involved in tissue repair (comparison between liver and central nervous
system) : roles of MMPs

Fibrosis development is characterized by a deposition of extracellular matrix (ECM). In most organs,
fibrogenic cells involved in ECM deposition are fibroblasts and myofibroblasts. In the case of the
central nervous system (CNS), the secretion of ECM is mostly performed by astrocytes. In this thesis,
we conducted a comparison between the cells involved in liver fibrosis and those involved in the CNS
"fibrosis" called glial scar. In hepatic fibrosis, using an elegant model of cultured hepatic slices, we
confirmed that fibrogenic cells involved derived from hepatic stellate cells and / or portal fibroblasts.
In parallel, we performed a proteomic study to characterize the stromal reaction of cholangiocarcinomas
which mainly involves portal fibroblasts. To compare the phenomena of liver fibrosis and the formation
of the glial scar, we have developed a culture model of astrocytes derived from cortex of newborn rats
that we have treated with LPS to mimic in vivo activation. We have studied the interactions between
the pro-apoptotic Fas pathway and the MMPs system. In addition, we separated different populations of
astrocytes using an original technique of sedimentation field flow fractionation. In parallel, we developed
an in vivo model of cortical lesion in the rat to correlate our observations in vitro and in vivo and to
study the neuroprotective effects of different factors. Finally, we studied the interactions between Fas
and TLR4 pathways and the MMP system in glioblastoma cell lines.

Key words : Fibrogenic cell, fibroblast, liver fibrosis, glial scar, astrocyte, tumor stroma, cholangiocar-
cinoma, glioblastoma.
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