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Introduction

A. La Leucomalacie périventriculaire du prématuré

1. Contexte

Depuis 1993, selon les recommandations de I’OMS, toute naissance a un age
gestationnel supérieur a 22 semaines ou un poids de naissance supérieur a 500 grammes doit
étre comptabilisée comme naissance et déclarée a I’état civil. La prématurité se définit par une
naissance avant 37 semaines d’aménorrhée (SA) révolues et la grande prématurité par une
naissance survenue avant 32 SA. Le taux de naissances prématurées, parmi les naissances
vivantes a augmenté en France de 5.9% en 1998 (5,9%) a 7.2% en 2003 (1). La grande

prématurité correspondent a 1.3% des naissances vivantes (2).

L’étiologie de la grande prématurité est multifactorielle. Le déclenchement de la
naissance peut étre de cause maternelle ou feetale, spontanée ou consentie c¢’est-a-dire
secondaire a une décision médicale. La prématurité spontanée, regroupant le travail prématuré
spontané et la rupture prématurée des membranes, est la cause la plus fréquente. Ces dernieres

catégories sont souvent associées a une infection et un mécanisme inflammatoire.

Les raisons de ’augmentation du nombre des naissances prématurées sont multiples,
avec notamment I’augmentation du taux de grossesses multiples. D’importantes évolutions
ont été observées ces derniéres années en ce qui concerne la prise en charge néonatale des
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prématurés : modification de la prise en charge obstétricale avec la corticothérapie anténatale
création des soins intensifs néonataux, administration de surfactant, assistance respiratoire...
L’ensemble de ces mesures a augmenté le taux de survie des enfants grands prématurés et
permis une prise en charge de nouveau-nés de plus en plus prématurés (3). Ainsi, la cohorte
francaise formant la base de données EPIPAGE montrait des taux de survie a la sortie de

I’hopital en 1997 de 31% pour une naissance a 24 SA, 78% a 28 SA et 97% a 32 SA.

Cependant, le pronostic fonctionnel a long terme de ces nouveau-nés reste grévé par
I’existence de séquelles neurologiques qu’elles soient motrices, sensorielles ou cognitives.
Cette encéphalopathie, ainsi que les anomalies morphologiques cérébrales qui lui sont
associées, est corrélée a I’dge de gestation et spécifique de la naissance prématurée
essentiellement avant 33 SA (4). En effet, selon de récentes études, environ 40% des anciens
grands prématurés (< 33 SA) nécessitent une prise en charge spécialisée a 5 ans. Ces
symptomes s’étendent de troubles d’apprentissages dans 1 cas sur 2, jusqu’a des handicaps

séveéres compromettant I’autonomie dans 10% des cas (5).

Sur le plan clinique, la paralysie cérébrale ou « cerebral palsy » regroupe des
symptémes divers. Les séquelles peuvent étre soit motrices, sensorielles (6), et/ou cognitives
(7). Cependant, on observe ces deux derniéres décennies une diminution des handicaps

séveres a la faveur d’handicaps plus légers (8) (Figure 1).
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Figure 1 : Evolution du devenir des nouveau-nés prématurés d’un age gestationnel moyen de
27 SA aI’age de 20 mois au cours de trois périodes de temps : i) 1982-1989, ii) 1990-1999,
iii) 2000-2002. Case blanche : survivants sans handicap majeur, case grise : survivants avec

handicaps sévere, case hachurée : perdus de vue, case noire : déces a la période néonatale (8).

2. Anatomopathologie

Pendant la période néonatale, le nouveau-né est particulierement susceptible de
développer des lésions cérébrales : hémorragies intraventriculaires, hydrocéphalie, atteintes
cérébelleuses et de la substance blanche. Les Iésions de la substance blanche semblent étre
prédominantes et concernent préférentiellement la substance blanche périventriculaire,
particuliérement vulnérable aux agressions chez I’Humain entre 24 et 32 SA. La premiére
description neuropathologique d’atteinte de la substance blanche a été publi¢ en 1962 par
Banker et Larroche (9). Ces atteintes de la substance blanche périventriculaire, regroupees
sous le terme de Leucomalacie périventriculaire (LPV) peuvent étre de 2 types: soit une

forme focale, localisée en périventriculaire sous forme de kystes de nécrose, devenue rare
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(moins de 5% des enfants nés avant 33 SA) depuis I’avancée de la prise en charge
réanimatoire ; soit une forme diffuse comprenant des nécroses focales microscopiques
diffuses évoluant vers des « cicatrices » gliales, davantage rencontrée actuellement (prés de
80% des moins de 28 SA) (10). L’augmentation de la prévalence de la forme diffuse de LPV
est secondaire a I’amélioration du taux de survie des prématurés et a 1’amélioration des
techniques de I’imagerie par résonnance magnétique (IRM) (11). Les mécanismes cellulaires
et moléculaires de la forme diffuse de la LPV sont beaucoup étudiés actuellement mais reste

encore flous.

La LPV peut étre explorée par deux examens paracliniques d’imagerie : 1’échographie
transfontanellaire (ETF) qui retrouve des zones hyperéchogenes hétérogénes témoignant de la
forme focale de la LPV. L’IRM, plus récemment, permettant de diagnostiquer la forme
diffuse de la LPV. Au sein de la forme diffuse s’associe une ventriculomégalie, des troubles

de la giration corticale, et un amincissement de la substance blanche (11)(12).
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Deux formes de I'encéphalopathie du nouveau né
Forme diffuse | Forme focalisée

Figure 3 : Formes radiologiques des 2 types d’atteintes de la SB en développement : i) la
forme diffuse (a gauche sur le schéma) s’accompagne d’une ventriculomégalie, d’un
amincissement du ruban cortical et une diminution de la giration ; ii) La LPV focale (a droite)

s’associe a des kystes de nécrose au sein de la SB essentiellement périventriculaire. Schéma

adapte de (Pierson et al, 2007) (13).
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3. Inflammation et LPV

De nombreuses études ont démontré qu’il existait plusieurs facteurs de risque a la LPV
ainsi qu’aux pathologies de la substance blanche en général (14). Les deux mecanismes
majoritairement en cause sont I’hypoxie-ischémie et I’inflammation. LeS nouveau-nés
prématurés sont particulierement sensibles a I’ischémie du fait de facteur intrinséque
physiologique vasculaire tel que les «arterial border end zones» (branches terminales
artérielles encore peu développées chez le prématuré) et les troubles de 1’autorégulation du
débit sanguin cérébral (10). En effet, les grands prématurés peuvent étre inaptes a compenser
leur débit sanguin cérébral pour des modifications mineures de leur circulation systémique
(15). L’association de ces deux facteurs physiologiques a un accident hypoxique ou

ischémique peut entrainer 1’apparition de 1ésions focales nécrotiques de LPV (16).

L’infection-inflammation représente le deuxiéme mécanisme majeur en cause dans la
LPV (17). De nombreuses études épidémiologiques ont montré une association entre
I’existence d’une infection maternelle notamment la chorioamniotite (infection des annexes
utérines) et 1’apparition d’une LPV chez le nouveau-né (18)(19)(17)(20). Nous développerons

les mécanismes physiopathologiques par la suite.

15



B. Oligodendrocyte et LPV

1. Lalignée oligodendrocytaire

L’oligodendrocyte est une cellule gliale du systtme nerveux central.
L’oligodendrocyte mature forme avec ses ramifications la gaine de myéline qui facilite la
conduction de I’influx nerveux le long de I’axone du neurone. La lignée oligodendrocytaire se
développe a partir de progeniteurs issus de glioblastes de la zone ventriculaire dans le systéeme

nerveux central (21).

La maturation des oligodendrocytes passe par 4 différents stades (figure 4).
» La cellule précurseur de 1’oligodendrocyte (OPC)

L’OPC est une petite cellule d’aspect bipolaire avec peu de cytoplasme. Elle présente un haut
pouvoir prolifératif. Elle se caractérise par un marquage positif par deux marqueurs : le
« platelet-derived-growth-factor-alpha-receptor » (PDGFRa) (22) et I’anticorps A2B5 (23).
Le PDGFRa est un récepteur pour le « platelet-derived-growth-factor AA» (PDGF-AA),
facteur de croissance permettant la prolifération oligodendrocytaire (24). 1l s’agit de
progéniteurs de type O2-A qui peuvent se différencier en oligodendrocytes mais également,

en plus faible quantité, en astrocytes (25).
» Le pré-oligodendrocyte

Le pré-oligodendrocyte est le deuxiéme stade de maturation oligodendrocytaire. 11 s’agit
d’une petite cellule présentant plusieurs ramifications. Elle se caractérise par un marquage par
I’anticorps de surface O4, forme sulfatée de la galactocérebroside (GalC) (26). Elle perd alors

sa capacite de prolifération.
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= L’oligodendrocyte immature

L’oligodendrocyte est une cellule plus ramifiée avec des prolongements cytoplasmiques
formant un treillis autour de son corps cellulaire. Elle présente plusieurs marqueurs dont un
anticorps de surface, GalC, et un marqueur intracytoplasmique, la 2°,3’-cyclic nucléotide 3’-

phosphodiestérase (CNPase).

» [’oligodendrocyte mature ou my¢linisant

Enfin, I’oligodendrocyte mature dont la spécificité est la production de myéline, permettant la
synthése de la gaine de myéline entourant 1’axone des neurones et facilitant la conduction
nerveuse. Elle va donc exprimer comme marqueur des molécules constituantes de la myéline

tel que la « myelin-basic-protein » (MBP).

OL Progenitor Pre OL Immature OL Mature OL

PREMYELINATING [0 080 e 00 MYBUINATING RS
MIGRATION
CNP,MAG CNP,MAG
PROLIFERATION
= SOADD GalC (01) GalC (01)
- NG2 SULFATIDE (04) SULFATIDE (04)
A2BS
AZBS Olig2 MBP
VIMENTIN o
VIMENTIN MAG,MOG
PDGFRa DGR oL
Olig2 :
- Olig2 Olig2
Sox10 Sox10

Figure 4 : Représentation schématique de la lignée oligodendrocytaire et de ses marqueurs

caracteéristiques (22).
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Durant la péeriode de gestation correspondant a nos grands prématurés, c’est-a-dire
entre 24 et 32 SA, le stade oligodendrocytaire le plus abondant est le pré-oligodendrocyte (27)

(figure 5).

High Risk Period for PVL
F t i
18 wks 30 wks Term
PreOL -
Immature OL Tt r >
Mature OL .

Figure 5 : Diagramme de progression de la lignée oligodendrocytaire dans la substance
blanche chez I’humain pendant la dernieére moiti¢ de la gestation. La période a fort risque de
LPV coincide avec le stade de développement de pré-oligodendrocyte. Wks = semaines de

gestation (27).

2. Vulnérabilité des oligodendrocytes

Les lésions cérébrales surviennent dans des conditions particulieres. Il existe plusieurs
mécanismes pouvant aboutir isolement ou conjointement & ces lesions : 1’excitotoxicité, le
stress oxydatif, 1’activation microgliale et la défaillance mitochondriale et sa cascade
aboutissant a I’apoptose cellulaire (figure 6). Des travaux publiés ont démontré une sensibilité

importante des pré-oligodendrocytes au stress oxydatif et a 1’excitotoxicité (10).
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L’excitotoxicité se fait par I’intermédiaire d’une accumulation du glutamate dans la
fente synaptique lors d’un stress essentiellement de type hypoxie-ischémie aboutissant a la
mort cellulaire. Ainsi, plusieurs études récentes ont démontré 1’existence de récepteurs
NMDA (28)(29)(30), AMPA et Kainate (31) au glutamate sur 1’oligodendrocyte. Le blocage
de ces récepteurs glutamatergique par des antagonistes semble protéger des atteintes de la
substance blanche (31) et en partie des lésions de LPV dans des modéles animaux (32).

Le stress oxydatif se résume a la production de radicaux libres deléteres pour la
cellule. Selon une étude, le pré-oligodendrocyte semble plus sensible au stress oxydatif que
I’oligodendrocyte mature. En effet, dans un milieu pauvre en anti-oxydant (déplété en
glutathion), la synthese de radicaux libre par les pré-oligodendrocyte est nettement augmenté
et leur taux de survie nettement diminué par rapport aux oligodendrocytes matures,
témoignant d’un phénoméne de susceptibilité maturation-dépendant (33).

L’activation de la microglie est secondaire au stress excitotoxique mais se produit
également par le biais de I’inflammation. Cette activation va aboutir a deux phénomenes :
production de stress oxydatif (34), excitotoxicité (35), et relargage de cytokines pro-
inflammatoires. Les deux premiers méchanismes étant délétéres aux oligodendrocytes, nous
verrons par la suite que les cytokines pro-inflammatoires sont également directement
impliquées dans la pathogénése des lésions de LPV.

Cette sensibilit¢ accrue aux mécanismes d’agression cellulaire fait du pré-

oligodendrocyte, la cellule-cible de la LPV (36).
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Figure 6 : Mécanismes pathogéniques impliqués dans les lésions de LPV/(10).

20




C. Résultats préliminaires

1. Les modéles animaux de LPV

De nombreux modéles animaux ont été mis en place afin d’étudier la physiopathologie
de la LPV. Les modeles de souris et de rats sont particulierement intéressants du fait de
I’immaturité physiologique du cerveau des nouveau-nés correspondant au stade de
développement cérébral du prématuré entre 22 et 24 SA a leur naissance. Trois modéles de

LPV sont particulierement étudiés (37) :

¢ Le modéle hypoperfusion : la reproduction d’un accident ischémique par une

hypoperfusion ou une hypooxygénation.

¢ Le modéle excitotoxique : I’injection d’iboténate intracérébrale, un agoniste

glutamatergique, au cinquieme jour de vie chez le souriceau nouveau-né

produit des lésions kystiques évocatrices de LPV (38).

¢ Le modele inflammation : Injection de LPS, endotoxine bactérienne, a haute

dose reproduit des Iésions cérébrales nécrotiques de la SB (39).

Le facteur infection-inflammation est rencontré dans 35% des cas de naissances
prématurées (19). En effet, I’infection-inflammation est présente dans 32% des cas de
menaces d’accouchement prématuré sans rupture prématurée des membranes (40), et dans
42% des cas avec rupture prématurée des membranes (41). A I’inflammation, est associée la
libération au niveau systémique de cytokines pro-inflammatoires. Dans plusieurs études, une
relation étroite a été rapportée entre 1’existence de LPV chez des enfants prématurés et des

taux éleves de cytokines pro-inflammatoires notamment 1’Interleukine-1p (IL-1pB),
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I’Interleukine-6 (IL-6), et le Tumor Necrosis Factor o (TNFa) (42)(38). La sensibilisation par
le lipopolysaccharide (LPS), endotoxine composante de la paroi bactérienne, préalablement
a I’hypoxie-ischémie en période néonatale entraine une augmentation de la taille des lésions
produites par I’hypoxie-ischémie (43)(44). Cette action est mimée par les cytokines TNFa et
IL-1B (44). Parallelement, dans le modele iboténate, la réalisation d’injections intra-
péritonéales préalables d’interleukine-1-f du premier au cinquiéme jour de vie majore

la taille de la lésion de la substance blanche produite par I’iboténate (38).

De plus, des travaux récents ont montré que le traitement isolé par IL1-B, en intra-
péritonéal chez des souriceaux nouveau-nés, entraine au 30°™ jour de vie un défaut de
myélinisation. Ce trouble de myélinisation s’associe a une diminution du nombre
d’oligodendrocytes matures et une augmentation de précurseurs d’oligodendrocytes. La
prolifération et la mortalité oligodendrocytaire ont été étudiées dans ce modele et il n’existe
pas d’effet de I’IL1-p sur ces deux facteurs. Ces résultats sous-entendent qu’il existerait un

blocage ou retard de maturation des oligodendrocytes sous I’effet de I’inflammation via I’IL1-

B (45).

2. 1I-1 et COX-2

La toxicité des cytokines systémiques dont I’IL-1p sur le cerveau en développement
peut s’expliquer par 1’activation de la Cyclooxygénase-2 (COX-2) au niveau de la barriére
hémato-encéphalique (figure 7). 1l existe deux isotypes de la cyclooxygénase (COX), la COX-
1 qui est constitutionnelle et la COX-2 qui va étre activée dans les situations d’inflammation
par les cytokines pro-inflammatoires (46). Un des métabolites principaux de la COX-2 est la
prostaglandine E2 (PGE2). Dans un modéle de pathologie de la substance blanche mimant la

sclérose en plaque, la surexpression de COX-2 est associée a une augmentation de la mortalité
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des oligodendrocytes (47). D’autres travaux récents ont montré que I’association de
I’ibuproféne, inhibiteur sélectif de la COX-2, a une hypoxie-ischémie entrainait une
atténuation du défaut en oligodendrocytes matures produite par 1’hypoxie-ischémie. De plus,
il était observé la diminution des taux intracérébraux en IL-1p et TNF-a et une diminution de

I’expression de la COX-2 en ARNm (48).

Dans le modele IL-1pB, chez le souriceau nouveau-né, I’administration d’IL1-p induit
une augmentation de la concentration intracérébrale de PGE2. A 1’inverse, 1’inhibition
pharmacologique de la COX-2 par le nimésulide se traduit par une absence d’¢lévation de la
PGE2 intracérébrale et diminue I’effet toxique des cytokines sur la myélinisation (49). La
neutralisation de la synthése de PGE2 par le nimésulide, si on ’associe a I’'IL1-B, permet
également de restaurer une myélinisation normale au 30°m® jour de vie (données personnelles
— G. Favrais). Ainsi, I’augmentation de la PGE2 cérébrale a la période néonatale semble étre
impliquée dans les atteintes de la substance blanche et de la lignée oligodendrocytaire

observées.

— ENDOTHELIAL CELL |—

EP Receptors

IL-1 receptor type |

e

IL-1p

n IL-1p %//

Figure 7 : Activation de la COX-2 au niveau de la barriere hémato-encéphalique et synthese

de la PGE2 (50).
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3. Prostaglandine E2

Les prostaglandines sont des métabolites de I'acide arachidonique. Ce sont des agents
de signalisation paracrine et autocrine qui activent de nombreux récepteurs couplés a la
protéine G (RCPG). La prostaglandine E2 (PGE2) est engendrée par l'action d'une des

prostaglandines E synthases sur la prostaglandine H2 (PGH2) (51) (Figure 8).
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Figure 8 : Voies de biosyntese des différents prostanoides, les prostanglandines PGD2, PGE2,
PGF2 a, PGG2, PGH2, PGI2, Throboxane A2 (TxA2),a partir de I’acide arachidonique ainsi

que leurs structures cycliques aromatiques (52).

La PGE2 possede 4 types de récepteurs RCPG dont les actions sont soit
neuroprotectrices (EP-2, EP-4) (53)(54)(55) ou déléteres (EP-1) (56) ou variables (EP-3)
(57)(58). Leurs actions passent par des modulations du taux de calcium intracellulaire pour

EP-1, I’activation de 1’adényl cyclase et 1’augmentation de 1’adénosine monophosphate
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cycliqgue (AMPc) intracellulaire pour EP-2 et EP-4 et I’inhibition de 1’adényl cyclase pour

EP-3 (52) (Figure 9).

PGE2
Récepteur Récepteur Récepteur Récepteur
EP-1(Gi) EP-2 () EP-3 (Gi) EP-4 ()
|
7(Cal] intra-cellulaire / AMPe \ AMPe / AMPe

-
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(ontroverse controverse

Figure 9 : Différents récepteurs de la PGE2 et leurs actions décrites dans la littérature.

L’expression des 4 récepteurs a la PGE2 par les pré-oligodendrocytes de rat en culture
a été mise en évidence par la quantification de leurs acides ribonucléiques (ARN) messagers
par réaction en chaine par polymérase (PCR) (données personnelles - G.Favrais- Figure 10).
Ainsi, une action directe de la PGE2 sur la lignée oligodendrocytaire pourrait participer aux

anomalies observées dans la LPV.
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Figure 10 : Expression relative des récepteurs EP a la PGE2 chez des pré-oligodendrocytes de

rats in vitro.

D. Objectif de I’étude

Ainsi, la SB cérébrale au cours d’une fenétre de développement de P1 a PS5
chez lasouris et de 24 a 32 SA chez I’homme est particuliérement susceptible aux
agressions notamment hypoxiques et inflammatoires. Les pré-oligodendrocytes semblent
particulierement vulnérables aux agressions et leurs atteintes compromettent la myélinisation
physiologique.

L’objectif principal de ce projet est d’identifier I’action de la PGE2 sur la maturation
oligodendrocytaire et la myélinisation en observant son effet sur des oligodendrocytes de rat
en culture en fonction de leur stade de maturation et de relier cette action a la cinetique

d’expression des différents récepteurs EP.
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Matériel et méthodes

A. Culture cellulaire

1. Culture primaire mixte de cellules gliales :
Selon une méthode modifiée de McCarthy et De Vellis(59).

Les cultures primaires d’astrocytes et oligodendrocytes ont été réalisées a partir de
cerveau de rats nouveaux nés agés de PO a P2, naissants d’une ratte Wistar (Janvier SAS,
Saint Berthevin, France). Les rats ont été anesthésiés sur un lit de glace avant d’étre
disséqués. Aprés décapitation, le scalp a été ouvert aux ciseaux et le cerveau isolé, les bulbes
olfactifs ont été retirés sous microscope ainsi que le tronc cérébral et le cervelet, I’hippocampe
et enfin les méninges. Ensuite, les cortex ont été découpés avec un scalpel puis dissociés
enzymatiquement au moyen d’un mélange de solution saline tamponnée de Hank (HBSS)
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France), désoxyribonucléase | (DNase 1) (Sigma-Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France) et de trypsine 0,25% (Invitrogen). Le surnageant a été collecté
dans un tube de 50mL avec SmL de milieu de culture contenant du sérum de veau foetal
inactivé SVF (PAA, Les Mureaux, France), permettant de stopper 1’action de la trypsine.
Aprés centrifugation, les tissus fragilisés ont été triturés avec une pipette pasteur puis filtrés
avec un tamis cellulaire de 70 um. Les cellules ont été ensuite ensemencées dans des flasques
de 75 cm? (environ 1 flasque par cerveau, 10 mL de milieu par flasque) dans leur milieu de
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culture : milieu d’Eagle modifi¢ par Dubelco (DMEM) avec L-glutamine (4 mM)
(Invitrogen), pyruvate de sodium (1mM) (Sigma), SVF (20%) (PAA), pénicilline (50 Ul/mL)
et streptomycine (50 pg/mL) (Invitrogen). Les flasques ont été auparavant prétraitées au
minimum 14h a la poly-L-lysine a 10 pg/mL (Sigma). Les flasques ont été placées dans un
incubateur a 37°C avec 5% de CO; et saturé en humidité. Les milieux de culture ont été

remplacés apreés 4 jours de culture puis tous les trois jours.

2. Culture secondaire enrichie en oligodendrocytes :

Apres 11 jours de culture, un tapis d’astrocytes s’est formé sur toute la surface des
flasques avec une deuxieme couche superficielle composée d’OPC et de microglie
(Figurella). Afin de séparer les groupes cellulaires, les flasques ont été sorties de
I’incubateur, fermées hermétiquement par du parafilm et placées dans un agitateur-incubateur
orbital (Orbital Incubator SI50, Fisher scientific, Illkrich, France) afin d’isoler les OPC (60).
Elles ont été agitées pendant 1h a 200rpm et a 37°C. Le surnageant a é€té retiré et jeté pour
éliminer la microglie qui est la population dont I’adhésion au tapis astrocytaire est la plus
faible. Les flasques ont été réagitées pendant 18 a 20h pour permettre aux OPC plus adhérents
que la microglie de se décrocher du tapis d’astrocytes. Le surnageant enrichi en OPC a été
collecté au terme de la procédure. Une nouvelle phase de séparation sélective a été réalisée
sur le surnageant pour se débarrasser de la microglie et des astrocytes résiduels en jouant sur
leur capacité d’adhérence rapide aux matieres plastiques et rendre ainsi la culture d’OPC la
plus pure possible. Pour cela, le surnageant, riche en OPC, a été transféré dans des boites de
pétri non traiteées pour incubation a 37°C pendant 1h afin que la microglie restante adhére a la
surface (Figure 11b). Le surnageant a été recupére et la boite est jetée. Cette opeération est

réalisée deux fois afin d’éliminer le maximum de microglie. Ensuite la solution cellulaire a
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été centrifugée puis les cellules ont été comptées avec la méthode du bleu Trypan. Les
cellules ont alors été ensemencées dans des puits prétraités a la poly-L-lysine a une
concentration de 7,7 & 10.10* cellules/mL. Le milieu de culture était le suivant : DMEM avec
4mM de L-glutamine (Invitrogen), transferrine (13,75ug/mL), insuline (25ug/mL), sélénite de
sodium (16,75ug/mL), pyruvate de sodium (0,275ug/mL) (Invitrogen), albumine bovine
(0,1%) (Invitrogen), pénicilline (50 U/mL) et streptomycine (50pg/mL) (Invitrogen).
Initialement, le milieu de culture a été enrichi en facteurs de croissance pendant 5 jours afin
de permettre la prolifération des OPC par les facteurs de croissance bFGF (basic fibroblast
growth factor) (10ng/mL) (Sigma) et PDGF-AA (platelet-derived growth factor-AA)
(10ng/mL) (Peprotech, Londres)(25). Les cultures ont été incubées dans un incubateur a 37°C
avec 5% de CO, et saturé en humidité. Les milieux ont été changés de moitié tous les jours
jusqu’au 5éme jour de culture. A partir du 5°™ jour de culture, le milieu a été remplacé par du

milieu dépourvus de bFGF et PDGF-AA et a été changé complétement tous les deux jours

jusqu’a la fin de la culture.

Figure 11 : a) Culture mixte d’astrocytes et oligodendrocytes apres 10 jours de culture. b)
Cellules microgliales adhérentes a la surface des boites de pétri non traitées lors de la

séparation des cellules. === Barres d’échelles : 50 pm
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3. Effet de la PGE2 sur les cultures cellulaires :

Cette étude porte sur I’action de la PGE2 sur la maturation oligodendrocytaire. Pour
cela, nous avons ajouté dans le milieu a J4 de culture secondaire enrichie en oligodendrocytes
une dose unique de PGE2 (Interchim, Montlugon, France) (Figure 13). La PGE2 a été
stockée a -20°C par aliquot dans du diméthylsufoxide (DMSO) (Sigma) puis avant 1’ajout
aux cellules, elle a été diluée dans le milieu de culture afin de ne contenir plus que 0,1% de
DMSO. Les cultures ont été divisées en trois groupes: un groupe contrdle qui recevait
uniquement le véhicule c'est-a-dire du DMSO a 0,1%. Un groupe qui recevait de la PGE2 a
1nM et un groupe avec de la PGE2 a 10nM. Une culture préliminaire sans ajout de PGE2
nous a permis de définir notre schéma expérimental en repérant les différents stades

morphologiques de développement oligodendrocytaire (Figure 12).

- Le premier temps (TO) correspond au 4eme jour de culture secondaire, temps ou les
OPC, oligodendrocytes bipolaires sont majoritaires. C’est a ce temps que la PGE2 est ajoutée

au milieu de culture.

- A J6 de culture (T1), 24h apres avoir enlevé les facteurs de croissance bFGF et
PDGF-AA soit 48h apres le temps TO, les pré-oligodendrocytes multipolaires deviennent

majoritaires.

- A J7 de culture (T2), les oligodendrocytes multi-ramifiés apparaissent. lls sont dits

immatures car ne produisent pas de myéline.

- A J9 de culture (T3), les oligodendrocytes matures présentent de nombreuses

ramifications et les premieres feuilles de myéline sont visibles.

30



Figurel? : Culture primaire d’astrocyte et oligodendrocyte (a) et culture secondaire enrichie

en oligodendrocytes apres séparation (b), a TO (c), a T1 (d), a T2 (e) et a T3 (f).

Barres d’échelles : 100 pm

L’ajout de facteurs de croissance (bFGF et PDGF-AA) pendant les 5 premiers jours de
la culture secondaire a permis la prolifération et la synchronisation des cellules pour obtenir
des cultures contenant majoritairement des OPC. L’exposition a la PGE2 ou a son véhicule

est réalisée a partir de J4 de culture secondaire pendant 24 heures.

L’effet de la PGE2 sur la maturation oligodendrocytaire a été mesuré par
immunocytochimie et par RT-PCR semi-quantitative en temps réel aux quatre temps
expérimentaux définis (Figure 13). L’effet de la PGE2 sur la cinétique d’expression de ses
récepteurs EP a également été étudié par RT-PCR aux 4 temps expérimentaux (TO, T1, T2,

T3) selon le protocole décrit.
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Figure 13 : Schéma expérimental.
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B. Immunocytochimie

Les anticorps primaires utilisés pour I’'immunocytochimie ainsi que leurs
concentrations sont rapportés dans le tableau 1. A J4 (T0), J6 (T1), J7(T2) et J9 (T3) de
culture secondaire enrichie en oligodendrocytes, les cellules ont été fixées avec du
paraformaldéhyde 4% pendant 20 minutes puis stockées dans du tampon phosphate salin
(PBS) (Invitrogen) a 4°C. Les sites non spécifiques de fixation des anticorps ont été bloqués
par ajout de tampon contenant du PBS, 10% de sérum d’ane (Sigma) et 0,4% de triton 100X
(Invitrogen) pour perméabiliser les cellules si la cible de I’anticorps est intracellulaire. Les
anticorps primaires ont ensuite été mis en contact avec les cellules pendant 1h apreés dilution
dans du tampon contenant du PBS avec 5% de sérum d’ane, et 0,4% de triton 100X en cas
d’antigéne intracellulaire. Aprés ringage au PBS, les anticorps secondaires correspondants
dilués dans le méme tampon (tableau 1) ont été ajoutés, permettant de mettre en évidence par
fluorescence les anticorps primaires. Aprés lavage au PBS puis a ’eau bi-distillée (milliQ),
les lamelles ont été montées sur des lames en verre avec une goutte de solution de montage
contenant du 4’,6’-diamidino-2-phényllindole (DAPI) (Prolong® Gold antifade reagent with
DAPI, Invitrogen), marqueur des noyaux cellulaires. Les lames d’immunocytochimie ont été
observées a I’aide d’un microscope a fluorescence (Digital inverted microscope, Evos). La
maturation oligodendrocytaire sous 1’effet de la PGE2 a été évaluée par immunocytochimie
sur 4 cultures différentes. Pour chaque condition de traitement, les comptages sont réalisés a 3
endroits différents de la lamelle sur une surface de 0,1mm? pour chaque comptage. Les
images d’immunocytochimie ont été relues et interprétées par 2 expérimentateurs différents.

Les comptages ont été réalisés au moyen du logiciel Image J.
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4. Caracterisation de la pureté des cultures

L’anticorps anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) (DAKO, Glostrup, Denmark)
utilisé comme marqueur des astrocytes est un marqueur intracellulaire tandis que 1’anticorps
anti-Olig2 (BD Bioscience, San Jose, CA, USA), pour les oligodendrocytes, est un marqueur

nucléaire.

5. Marquage de la différenciation oligodendrocytaire

L’anticorps anti-2’,3’-cyclic nucléotide 3’-phosphodiestérase (CNPase), marqueur des
oligodendrocytes immatures et I’anticorps anti-myelin basic protein (MBP) (Millipore,
Temecula, USA), marqueur des oligodendrocytes matures, ont été dilués dans du tampon
contenant du PBS avec 5% de sérum d’ane et 0,4% de triton 100X. Les anticorps anti-O4
(Volpe J.J., Boston, USA) marqueur des pré-oligodendrocytes et I’anticorps anti-A2B5
(Millipore) marqueur des OPC ont été dilués dans du PBS contenant 5% de sérum d’ane
(Sigma) sans triton. Pour mettre en évidence le marquage par les anticorps anti-O4 et anti-
A2BS5 qui sont tous les deux des IgM, il a été nécessaire d’incuber les cellules avec un
anticorps anti-lgM biotynilé dilué au 1/400 dans le méme tampon que les anticorps primaires

pendant 45 minutes.
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Tableau 1

Nom espéce | Type provenance dilution Ac secondaire provenance | Dilution
A2B5 Mouse | IgM Millipore 1/500 Cy-3streptavidine Sigma 1/2000
04 Mouse | IgM | Gift from volpe | 1/1000 Cy-3strepavidine Sigma 1/2000
JJ

CNPase | Mouse | 19G Sigma 1/1000 | 547H donkey anti-mouse Fluoprobes 1/1000
MBP Mouse | 1gG Millipore 1/250 547H donkey anti-mouse Fluoprobes 1/1000
OLIG2 | Rabbit | IgG | BD Biosciences | 1/500 488 donkey anti rabbit Fluoprobes 1/1000
GFAP | Rabbit | IgG DAKO 1/3000 488 donkey anti rabbit Fluoprobes 1/1000

6. Comptage de la mortalité cellulaire

Les noyaux des cellules ont été marqués en bleu par le DAPI. Le comptage des noyaux

pycnotiques a chaque temps expérimental a pu permettre d’évaluer le taux de mortalité de nos

cultures en fonction de I’exposition a la PGE2 et du stade de maturation.
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C. RT-PCR

1. Extraction d’ARN

L’ARN a été extrait a partir des cellules issues des cultures secondaires enrichies en
oligodendrocytes a J4 (T0), J6 (T1), J7 (T2), et J9 (T3) de culture. Un mL de Trizol (Sigma) a
été ajouté dans chaque puits apres retrait du milieu. Le lysat cellulaire a été homogénéisé par
agitation-refoulement a I’aide d’une pipette. L’ARN a soit été extrait d’emblée, soit les lysats
ont été stockés a -80°C en attendant d’étre utilisés. Le lysat a été de nouveau mélangé par
agitation (vortex) puis de nouveau par pipetage-refoulement. Aprés une incubation de 5
minutes a température ambiante, 200 pL de chloroforme (VWR, West Chester, Pennsylvanie,
USA) ont été ajoutés puis le tube a été agité vigoureusement. Le mélange a été incubé 3
minutes a température ambiante puis centrifugé 15 minutes a 12000g et 4°C. La phase
aqueuse contenant les ARN a été transférée dans un nouveau tube avant ajout de 500 pL
d’isopropanol (Carlo Erbra Reagents, France) pour précipiter les ARN. Apres une incubation
de 10 minutes a température ambiante et une centrifugation de 5 minutes a 12000 g et 4°C, le
surnageant a été retire. Un mL d’éthanol 75% a été ajouté au culot pour laver les ARN. La
solution a été centrifugée 5 minutes a 7500g et 4°C puis le surnageant a été retiré et le culot
séché sous vide pendant 5 minutes. Enfin le culot d’ARN a été resuspendu dans 20 pL d’eau
bi-distillée (MilliQ) avant incubation de 2 minutes a température ambiante. La concentration
d’ARN a été déterminée grace au spectrométre Nanodrop 2000® (Labtech, Palaiseau, France).

L’ARN a été conserveé a -20°C.

36



2. RT-PCR

- Traitement des ARN & la DNase

500 ng d’ARN ont été dilués dans 10 uL d’eau bi-distillée, puis 1 uL de DNase | et 1
puL tampon 10X (Invitrogen) sont ajoutés. Apres mélange, la solution a été incubée 15
minutes a température ambiante. La réaction a été arrétée par 1’ajout de 25 nM d’acide
¢thyléne diamine tétracétique (EDTA) (Invitrogen) suivi d’une incubation de 10 minutes au

bain-marie & 65°C.

- Transcription Inverse

230 ng d’ARN traités a la DNase ont été mélangés a 0,5 pL de transcriptase inverse
Super Script Il (Invitrogen), du tampon 5X, 2,5 pL de Dithiothreitol, Invitrogen (DTT)
(Invitrogen), 0,2 mmol/L d’un mélange de désoxyribonucléotides triphosphates (dNTP)
(Invitrogen), 0,5 puL. d’amorces hexaméres (Random primers, Invitrogen) et a de 1’eau bi-
distillée pour un volume final de 25 pL. Le programme de Transcription Inverse 42°C
pendant 45 minutes, 92°C pendant 5 minutes puis un retour a 4°C sur un thermocycler
Biometra (Labgene, Archamps, France) a été appliqué. Les acides désoxyribonucléiques

complémentaires (ADNCc) ont été conservés a -20°C.

- PCR (polymerase chain reaction) quantitative :

Les ADN complémentaires issus de la transcription inverse ont été amplifiés par PCR
semi quantitative apres mise au point des conditions expérimentales sur un appareil
LightCycler® 480 (Roche). Les amorces utilisees ont été rapportés dans le tableau 2. Le gene
glycéraldehyde-3-phosphate deshydrogenase (GAPDH) a été choisi pour standardiser les
résultats. Les réactions de PCR ont été reéalisees dans des plaques de 384 puits dans un

volume final de 10 pL comprenant 2,5 pL. d’ADN complémentaires, 2 pL de solution
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d’amorces sens et anti-sens a 10 pmol/uL, 5 pL de Platinium® SYBR® Green qPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen) et 0,5 uL d’eau bi-distillée. Chaque géne a été étudié en duplicat
pour chacune des conditions des trois cultures sauf pour le gene GAPDH de référence qui a
été étudié en triplicat. Le programme de PCR appliqué est divisé en trois étapes : 10 minutes a
95°C pour la dénaturation initiale, 47 cycles de 95°C pendant 10 secondes, 60°C pour
I’hybridation pendant 30 secondes, 72°C pour 1’¢élongation pendant 10 secondes et enfin 1

minute a 65°C pour 1’élongation finale. Les résultats de PCR ont été analysés par le calcul du

2°99CP et sont exprimeés par rapport a I’expression du géene GAPDH et normalisée par rapport a
TO.
Tableau 2
NOM SENS ANTI-SENS
GAPDH CTGCACCACCAACTGCTTAG GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT
EP1 ACTAGTGCACGTGGGTCACTA AAGAGGCCCGCAAGCAA
EP2 CGTGTACCTATTTCGCTTTCA CGATGGAGAGGTAGCGTTC
EP3 CTTTCCTGCTGTGCATTGGC GGTACACGAGGATGACCACCG
EP4 TCTGCTCCATTCCGCTCGTG TGGCCTGCAAATCTGGGTTTC
PDGFRa GACGTTCAAGACCAGCGAGTT CAGTCTGGCGTGCGTCC
CNPase AGACAGCGTGGCGACTAGACT GGGCTTCAGCTTCTTCAGGT
MBP CCTGCCCCAGAAGTCGC CTTGGGATGGAGGTCGTGTTC
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Figure 14 : Exemple de résultats de RT-PCR : a) Courbe d’amplification de PDGFRa. b)

courbe de fusion de PDGFRa.
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D. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SD pour chaque groupe : le groupe
DMSO, le groupe PGE2 1nM et le groupe PGE2 10nM. L’étude statistique des résultats
obtenus a été realisée en utilisant le test one-way ANOVA et le test non paramétrique de
Mann-Whitney a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 5 pour Windows. Les valeurs de p<0.05

sont considerées comme significatives.
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Résultats

A. Pureté des cultures secondaires d’OPC

Afin de caractériser la pureté des cultures enrichies en oligodendrocytes, les cellules
ont été marquées par immunocytochimie. Les cultures contiennent des oligodendrocytes aux
noyaux marqués par I’anticorps anti-Olig-2 et quelques astrocytes aux filaments gliaux

marqués par 1’anticorps anti-GFAP (Figure 15).

Figure 15 : Culture secondaire enrichie en oligodendrocytes : a) Marquage des noyaux en bleu
et des astrocytes en vert (GFAP, localisation cytoplasmique). b) Marquage de tous les noyaux
en bleu et des noyaux des oligodendrocytes en vert (Olig-2, localisation intranucleaire).

Barres d’échelles : 50 pm
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Apres comptage des différents types cellulaires a T1, nous retrouvons dans notre

culture en moyenne 2.3% d’astrocytes, et 7.6% de cellules non marquées qui peuvent étre de

la microglie résiduelle. Le taux de pureté en oligodendrocytes de nos cultures secondaires est

de 90.1% (Figure 16).

1001

% de cellules
D (o)) (0]
(@) (@] o
1 1 1

N
o
1

o

4 %
=~ (&
Co<< o\>

Figure 16 : pourcentage dans nos cultures de cellules marquées en immunocytochimie par

I’anticorps anti-GFAP (astrocytes) et par I’anticorps anti-OLIG2 (oligodendrocytes).
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B. Effetde la PGE2 sur la maturation oligodendrocytaire

Nous avons testé I’effet de la PGE2 sur la maturation des oligodendrocytes en culture
en ajoutant la PGE2 a différentes concentration (1 nM et 10 nM) dans le milieu de culture a
J4. Afin d’évaluer la cinétique de maturation, nous avons réalisé une immunocytochimie a
I’aide de marqueurs spécifiques de chaque stade de différenciation oligodendrocytaire. Les
OPC marqués par I’anticorps anti-A2B5, les pré-oligodendrocytes marqués par 1’anticorps
anti-O4, les oligodendrocytes immatures marqués par 1’anticorps anti-CNPase et les
oligodendrocytes matures marqués par I’anticorps anti-MBP, aux différents temps de culture

TO (34), T1 (J6), T2 (I7) et T3 (J9).

1. Evolution des OPC

Les OPC sont marquées en immunocytochimie par 1’anticorps anti-A2B5 de surface
(Figure 18). Comme attendu leur nombre est majoritaire & TO puis diminue significativement
au cours du temps (p<0,0001). Cette décroissance au cours du temps des progéniteurs A2B5+
est plus lente pour les cultures traitées par 10nM de PGE2 a T1, mais surtout pour les cultures

traitées par 1nM de PGE2 a T1 et T2 (Figure 17) avec une différence significative.
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Figure 17 : Pourcentage de cellules marquées par 1’anticorps anti-A2B5, marqueur des OPC
aux différents temps de culture mis en évidence par immunocytochimie. Les astérisques
indiquent une différence significative par analyse statistique utilisant un test one-way

ANOVA complété d’un post-test non paramétrique de Mann-Whitney ; *, p <0,05.

Figure 18 : Exemple de marquage cellulaire par 1’anti-A2B5 en rouge des OPC et des noyaux

marqués en bleu par le DAPI. Barre d’échelle : 200 pm
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Ces résultats ont été confrontés a 1’expression du PDGFRo en RT-PCR qui est
également un marqueur des OPC. On retrouve une forte expression du PDGFRa dans nos
cultures secondaires d’oligodendrocytes a TO, qui s’effondre dés T1 sans modification de son
niveau de transcription par la suite dans le groupe contréle comme dans les groupes PGE2 1
et 10 nM (Figure 19). On note cependant un retard de diminution de 1’expression de PDGFRa
dans le groupe PGE2 1nM a T1 sans que cette différence soit significative par rapport aux

autres groupes.
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Figurel9 : Expression relative du marqueur PDGFRa par rapport au géne de référence

GAPDH normalisée par rapport a la condition T0, aux différents temps de culture.
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2. Evolution des pré-oligodendrocytes O4+

L’anticorps de surface anti-O4 est un marqueur des formes intermédiaires de la
maturation oligodendrocytaire c'est-a-dire les pré-oligodendrocytes  tardifs.

Morphologiquement, il s’agit de petites cellules avec plusieurs ramifications (Figure 20).

Figure 20 : Exemple de marquage par I’anticorps anti-O4 en immunocytochimie en rouge,

noyaux marqués en bleu par DAPI.

Barre d’échelle : 50 um

La quantification des cellules O4+ reste stable dans le groupe contréle du temps TO a
T3. La PGE2 influence cette cinétique avec un effet dosage dépendant entre la dose de 1 nM
et de 10 nm. En effet, une augmentation significative et transitoire du nombre de cellules O4+
est notée a T1 et T2 dans le groupe PGE2 10 nM alors que cette ascension apparait de
maniecre significative qu’a T2 pour le groupe PGE2 1 nM. De plus, I’effet de la PGE2 1nM

sur la population des cellules O4+ semble se prolonger plus durablement a T3 (Figure 21).
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Figure 21 : Pourcentage de cellules marquées par I’anticorps anti-O4 aux différents temps de
culture par immunocytochimie. Les astérisques indiquent une différence significative par
analyse statistique utilisant un test one-way ANOVA complété d’un post-test non

paramétrique de Mann-Whitney ; *, p <0,05; ***, p<0,005.

3. Evolution des oligodendrocytes immatures

Les oligodendrocytes immatures sont des oligodendrocytes ayant de nombreuses
ramifications créant un réseau autour du corps cellulaire, il s’agit du stade ultime précédant la
my¢linisation. Par immunocytochimie a 1’aide de I’anticorps intracytoplasmique anti-CNPase,
nous avons pu étudier leur évolution au cours du temps et sous 1’effet de la PGE2 (Figure 21).

On retrouve une diminution significative des oligodendrocytes immatures dans les

groupes PGE2 1nM et 10nM par rapport au groupe DMSO au temps T2 (Figure 22).
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Figure 21 : Exemple de marquage des oligodendrocytes immatures par immunocytochimie
avec I’anticorps anti-CNPase en rouge, noyaux marqués en bleu par DAPI. ==, Barre

d’échelle : 50 pum
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Figure 22: Pourcentage de cellules marquées par [Panticorps anti-CNPase par
immunocytochimie aux différents temps de culture. Les astérisques indiquent une différence

significative par analyse statistique utilisant un test one-way ANOVA complété d’un post-test

non paramétrique de Mann-Whitney ;*, p < 0.05 ; **, p < 0.01.
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Ces résultats ont été confrontés a I’expression de CNPase en RT-PCR. On ne retrouve
pas de différence d’expression de CNPase ni dans le temps ni en fonction de I’exposition a la

PGE2 (Figure 23).
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Figure 23 : Expression relative de CNPase en RT-PCR par rapport au gene de référence et

expression relative de CNPase

normalisée par rapport a la condition TO.

4. Evolution des oligodendrocytes matures

Les oligodendrocytes matures sont appelés également oligodendrocytes myélinisants
car ils produisent la myéline qui va permettre la conduction de I’influx nerveux de maniére
saltatoire le long de ’axone. La MBP est une protéine constituante de la myéline. Les
oligodendrocytes sont marqués a ce stade de maturation par I’anticorps anti- MBP en

immunocytochimie (Figure 24). L’expression de MBP a également été étudiée en RT-PCR.
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Figure 24 : Exemple de marquage des oligodendrocytes matures par 1’anticorps anti-MBP en

immunocytochimie en rouge, noyaux marqués en bleu par DAPI. , Barre d’échelle : 50

fm.

On retrouve une augmentation du nombre de cellules marquées par 1’anticorps anti-
MBP (Figure 25) et une augmentation de 1’expression de MBP dans nos cultures au cours du
temps jusqu’a un maximum a T3 (Figure 26). Nous constatons une augmentation significative
entre les groupes DMSO et PGE2 10nM a T2 et T3 alors que cette différence apparait plus
tardivement entre les groupes DMSO et PGE2 1nM a T3 (Figure 25). On n’observe pas de
différence quand on étudie I’expression relative de MBP en RT-PCR aux 4 temps de culture
sous PGE2, cependant on note 1’augmentation progressive de I’expression de MBP dans le

temps pour chaque groupe ce qui valide nos résultats de RT-PCR (Figure 26).
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Figure 25 : Pourcentage de cellules marquées par I’anticorps anti-MBP en immunocytochimie
aux différents temps de culture. Les astérisques indiquent une différence significative par

analyse statistique utilisant un test one-way ANOVA complété d’un post-test non

paramétrique de Mann-Whitney ;**, p < 0,01; ***, p < 0,005.
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Figure 26 : Expression relative de MBP en RT-PCR au cours du temps dans les différents

expression relative de MBP

groupes par rapport au gene de référence GAPDH et normalisée par rapport au temps TO.
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C. Effet de la PGE2 sur la mortalité cellulaire

La mortalité cellulaire a été étudiée en comptant les noyaux pycnotiques marqués par
immunofluorescence par le DAPI (voir matériel et méthodes) a chaque temps de culture et
dans chaque groupe DMSO, PGE2 1nM et 10nM (Figure 28). Le pourcentage de noyaux
pycnotiques augmente avec le temps de culture passant de 4% a TO jusqu’a un maximum de

27% a T3. On ne retrouve pas de différence entre les trois groupes a aucun temps de culture

(Figure 27).
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Figure 27 : Pourcentage de noyaux pycnotiques sur le nombre de noyaux total marqués par

DAPI en immunofluorescence.
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Noyau pycnotique

Figure 28 : Exemple de marquage par immunofluorescence des noyaux par le DAPI. e,

Barre d’échelle : 200 pm.
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D. Profils d’expression des récepteurs EP et influence de 1a PGE2

L’expression des différents récepteurs a la PGE2 a été vérifiée et retrouvée dans nos

cultures d’oligodendrocytes (Figure 29).

réecepteurs EP

3_
i
3 ] T
3 T
e 2
N /1 12
2 — Bl T3
©
" 1-
2
g
5

0

& & & &

Figure 29 : Expression relative des récepteurs EP par rapport 8 GAPDH normalisée par

rapport a EP1, in vitro en RT-PCR pour le groupe DMSO.

Leurs cinétiques d’expression varient au cours du temps et en fonction de
I’administration de PGE2. Les profils d’expression d’EP2 et d’EP4 semblent relativement
superposables dans le groupe contrdle avec une diminution plus ou moins franche de leurs
transcriptions a partir de T1. A I"opposé, EP3 est peu exprimé dans les temps précoces pour
étre ensuite plus exprimés a T3. Le profil d’expression d’EP1 semble moins influencé par le

temps de culture (Figure 29). Un effet potentiel de la PGE2 peut étre noté a T1, T2 et T3 sur

54



I’expression du récepteurs EP4. En effet on constate une diminution significative a T1, T2 et

T3 entre les groupes DMSO et PGE2 10nM et plus tardivement a T3 avec le groupe PGE2

1nM (Figure 30).
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Figure 30 : Expression relative des récepteurs EP par rapport a la GAPDH, normalisée par
rapport au temps TO en RT-PCR. Les astérisques indiquent une différence significative par

analyse statistique utilisant un test one-way ANOVA complété d’un post-test non

paramétrique de Mann-Whitney ;*, p < 0.05. **, p < 0.01 ; *, p < 0.05.
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Discussion

Notre ¢étude s’est attachée a mimer la situation d’un stress provoqué par un
accouchement prématuré en contexte infectieux et son effet sur le systéme nerveux central du
nouveau-né prémature, principalement la lignée oligodendrocytaire. Pour cela, I’injection
d’une dose unique de PGE2 in vitro a deux concentrations différentes sur des cultures
enrichies en formes jeunes d’oligodendrocytes a été réalisee. Les principaux résultats

observés sont :

v' Une discréte augmentation des OPC et une augmentation significative des pré-
oligodendrocytes sous I’influence de la PGE2 au temps précoce avec une cinétique de
décroissance des OPC plus lente en présence de PGE2.

v" Un défaut des formes immatures et myélinisantes au stade plus tardif sous I’influence
de la PGE2.

v" L’absence d’effet sur la mortalité des oligodendrocytes sous ’effet de la PGE2

v" La confirmation de I’expression des 4 récepteurs a la PGE2 et leur variation au cours
du temps pour EP1, 2 et 3.

v’ L’expression par 1’oligodendrocyte d’EP4 est diminuée en présence de PGE2.
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A. Discussion de la méthode

Pour ce projet, une culture enrichie en oligodendrocytes selon le protocole du
laboratoire d’accueil dérivé de la méthode de Labourdette (61) a d’abord été réalisée. Mais
devant le trop faible rendement en oligodendrocytes et la grande contamination par d’autres
cellules, il a été convenu de mettre au point un nouveau protocole de culture secondaire
enrichie en oligodendrocytes. La culture a été mise au point a partir du protocole de Chen

(60), dérivé de la méthode de Mc Carthy et De Vellis (59).

Les différents temps ont été définis par analyse morphologique de cultures
préliminaires. Les principales modifications secondaires a la PGE2 ont lieu deés le temps
précoce c'est-a-dire T1. La PGE2 aurait donc un effet rapide sur 1’oligodendrocyte. Un temps
T1 plus précoce, a 24h de I’injection de la PGE2 par exemple, aurait pu permettre 1’apparition

de modifications plus précoces qui peuvent étre passées ici inapergues ou atténuées.

Pour notre étude, la PGE2 a été injectée en une dose unique afin de mimer un stress
aigu, il serait intéressant de confronter ces résultats a une situation ou la PGE2 serait injectée
dans le milieu a doses répétées et réguliéres afin de reproduire un stress chronique. De plus, il
a été décidé d’injecter la dose de PGE2 a TO0, stade ou les OPC prédominent. Mais il serait
également intéressant de controler 'effet de la PGE2 au temps TI, ou les stades
intermédiaires notamment les pré-oligodendrocytes, cibles de la LPV du nouveau-né

prématuré, sont majoritaires.

Les concentrations de PGE2 ont été choisies en fonction de I’affinité des récepteurs
pour la PGE2 (EP1 (kd=20nM) < EP2 (kd=12 nM) < EP4 (kd=2 nM) < EP3 (kd=1 nM) chez
le rongeur) (51). Ainsi, a la dose de 1 nM, on peut s’attendre a ce que 1’effet observé sur la

maturation oligodendrocytaire soit essentiellement médié par EP3, voire EP2 alors qu’a 10
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nM, EP3, EP2 et éventuellement EP4 peuvent intervenir. Il serait intéressant d’étudier 1’effet

de la PGE2 a des doses plus élevees tel que 50 ou 100nM.

B. Discussion des résultats

1. PGEZ2 et maturation oligodendrocytaire

La PGE2 semble entrainer une augmentation des OPC et des pré-oligodendrocytes aux
temps précoces et paralléelement un défaut de formes immatures et matures au stade tardif. En
parall¢le, nous avons étudié la mortalité de nos cellules en cultures sous 1’action de la PGE2
et nous n’avons pas retrouvé de surmortalité sous PGE2. Ces modifications de cinétique de
maturation des oligodendrocytes au cours du temps sous PGE2 pourrait traduire un blocage
de la maturation oligodendrocytaire et de la myélinisation. Cependant, Il manque dans notre
travail a étudier la cinétique de prolifération des oligodendrocytes et de vérifier que la PGE2
n’agit pas par une augmentation de la prolifération des formes jeunes au dépend des formes
tardives. Ces résultats sont compatibles avec ceux obtenus dans un modéle murin in vivo
d’atteinte diffuse de la myélinisation consécutif a une inflammation systémique néonatale
(45), mais également dans une étude clinique chez le nouveau-né (62). Dans cette derniére
étude, une série rétrospective de cerveau de nouveau—né atteint de LPV a été comparé a une
analyse prospective de cas présentant une forme diffuse de LPV a I'IRM. L’autopsie et
I’étude des cerveaux de ces nouveau-nés a permis de mettre en évidence une augmentation
des pré-oligodendrocytes en défaveur des oligodendrocytes matures. Cet effet se fait sans
modification du nombre de cellules marquées par Olig2, marqueur de la lignée
oligodendrocytaire. Ces constatations confirment le blocage de myeélinisation mais ne

permettent pas de statuer sur le caractere définitif ou temporaire de ce blocage (62) qui serait
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alors dans ce cas un ralentissement de maturation. Ainsi, notre travail permet d’impliquer la
PGE2 comme médiateur intra-cérébral de I’inflammation susceptible d’induire directement
les atteintes de la lignée oligodendrocytaire observées dans les leucoencéphalopathies
diffuses du prématuré. La PGE2 pourrait également étre impliquée dans d’autre pathologie de

la myéline et devenir un axe de recherche intéressant.

L’expression retrouvée des marqueurs des formes jeunes (PDGFRa) et matures
(MBP) des oligodendrocytes ont une cinétique d’expression dans le groupe contréle qui
concorde avec les données de la littérature (63) et avec nos résultats d’immunocytochimie.

Ces résultats valident notre méthode de RT-PCR.

2. PGE2 et expression de ces récepteurs

Dans la littérature, les récepteurs EP2 et 4 sont cités comme neuroprotecteurs

(54)(53)(55) alors que EP1 et EP3, comme neurotoxiques (57)(58)(56).

Les expressions des 4 récepteurs a la PGE2 chez 1’oligodendrocyte ont été confirmées
par notre étude et il semblerait qu’au temps T1 (stade ou les pré-oligodendrocytes
prédominent) les récepteurs EP2 et EP4 soient les plus exprimés. Or, c’est justement
I’expression du récepteur EP4 a T1 qui semble étre affaiblie par I’injection préalablement de
10nM de PGE2. Dans la littérature, EP2 et EP4 sont connus pour étre neuroprotecteurs. Si
I’expression d’EP4 est diminuée par la PGE2, on pourrait alors penser que les effets toxiques
de I’inflammation sur la substance blanche du nouveau-né prématuré peuvent s’expliquer en

partie par un défaut d’expression des récepteurs neuroprotecteurs.

D’autre part, EP2 et EP4 ont des cinétiques d’expression tres variables dans le temps

avec un pic d’expression précoce a TO tandis qu’EP3 et EP1 dans des mesures moindres, sont
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exprimés plus faiblement. L’injection de PGE2 a T1, stade ou 1’expression d’EP2 et 4 in vitro
est moins importante, plutot qu’a TO pourrait entrainer des modifications plus importantes sur
la lignée oligodendrocytaire. Cependant, il s’agit encore de résultats préliminaires qui
demandent a étre confirmés. D’autre part, nous avons quantifié les ARN messagers de ces
différents récepteurs. Il faudrait pour vérifier nos hypotheses, étudier la synthese et la

fonctionnalité de ces récepteurs a la membrane de la cellule.

C. Conclusion

En conclusion, notre étude a permis de mettre en évidence un effet significatif de la
PGEZ2 sur la maturation oligodendrocytaire. La PGE2 engendrerait un défaut de la maturation
oligodendrocytaire. Dans un premier temps, il serait bon de confirmer ces résultats en
renouvelant les expériences décrites. Secondairement, les perspectives a cette étude seraient
d’étudier I’effet de la PGE2 sur la prolifération des oligodendrocytes in vitro et sur la
maturation a plus long terme. Ceci afin de cerner au mieux les conséquences induites par la
PGE2 et préciser le caractere définitif ou temporaire du blocage de maturation. Parallelement,
I’existence des récepteurs sur la membrane des oligodendrocytes devra étre confirmée par
immunocytochimie ou Western blot. Enfin les mécanismes moléculaires d’action de la PGE2
via ses récepteurs pourraient étre étudiés par I’intermédiaire d’agonistes ou antagonistes de
chaque récepteur. Notamment 1’action du récepteur EP4 dont I’expression semble étre la plus

sensible a I’action de la PGE2.
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Résumé

Les atteintes de la substance blanche retrouvées chez les nouveau-nés prématurés sont
regroupées sous le terme de Leucomalacie périventriculaire (LPV). Un des facteurs de risque
identifiés est I’inflammation périnatale. La prostaglandine E2 (PGE2) a été identifiée comme
I’un des médiateurs de 1’inflammation et pourrait étre un acteur important dans la survenue de
LPV. Ces atteintes ont eté directement rapportées a un défaut de myélinisation
oligodendrocytaire. L’objectif de cette étude est de rechercher si la PGE2 posséde un effet
direct sur la lignée oligodendrocytaire in vitro. Dans un premier temps, nous avons étudié in
vitro par immunocytochimie et RT-PCR différents stades de maturation oligodendrocytaire
grace a des marqueurs spécifiques sous I’influence ou non de la PGE2. De plus, nous avons
évalué¢ I’effet de la PGE2 sur la mortalit¢ oligodendrocytaire par comptage des noyaux
pycnotiques dans nos cultures. En paralléle, nous avons étudié par RT-PCR I’expression par
I’oligodendrocyte des différents récepteurs EP (1, 2, 3 et 4) a la PGE2 au cours du temps sous
I’influence ou non de la PGE2. L’oligodendrocyte en culture exprime les ARNs messagers
des 4 récepteurs a la PGE2 dont les expressions sont variables au cours du temps et des stades
de maturation oligodendrocytaire. La PGE2 semble induire une diminution de 1’expression de
son récepteur neuroprotecteur EP4. Parallélement, la PGE2 entraine une augmentation des
formes jeunes et une diminution des oligodendrocytes immatures et matures, sans
augmentation de la mortalité. Ces constatations sont compatibles avec un blocage de la
maturation oligodendrocytaire, déja observé in vivo dans des modeles animaux de

leucomalacie périventriculaire, et ce sous 1’effet direct de la PGE2.
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