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NOUVELLE

Modulateurs de transport

nucléaire

Traitement prometteur
contre la sclérose en plaques

Olivier Herbin!, Jeffery D. Haines?

> La sclérose en plaques (SEP) est une
maladie auto-immune chronique du
systéme nerveux central. L'inflamma-
tion induite par le systéme immunitaire
conduit @ une démyélinisation et une
dégénérescence neuronale localisée,
entrafnant I'apparition ou I"aggravation
de handicaps irréversibles. La SEP est la
maladie neurologique la plus répandue
chez les jeunes adultes, elle affecte plus
de 2,3 millions de personnes dans le
monde [1]. Il existe deux formes princi-
pales de la maladie : récurrente-rémit-
tente et progressive. La forme récur-
rente-rémittente, la plus courante, se
définit par des poussées qui induisent
I’apparition de symptdmes, entrecou-
pées de rémissions complétes ou par-
tielles. La forme progressive peut étre
primaire ou secondaire (lorsqu’elle suc-
céde a la forme récurrente-rémittente).
Elle se caractérise par une lente accu-
mulation de handicaps, sans poussées
ni remissions bien définies. Les médi-
caments actuels contre la SEP ciblent
uniquement les mécanismes inflamma-
toires [2, 3], ils ne permettent pas de
lutter contre la neurodégénéresence
associée et sont particulierement peu
efficaces dans les formes progressives
de la maladie. Il est donc crucial de
développer de nouveaux traitements
réduisant les dommages neuronaux.

La protéine CRM1 est surexprimée
dans le tissu cérébral des personnes
atteintes de SEP

Les échanges bidirectionnels entre le
cytosol et le noyau des cellules sont
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contr6lés par deux types de protéines :
les importines et les exportines, qui
se lient aux molécules a transporter
pour permettre leur passage a travers
le pore nucléaire [4]. Les échanges
nucléocytoplasmiques, équilibrés dans
une cellule saine, peuvent étre pertur-
bés dans certaines pathologies, occa-
sionnant une accumulation anormale
de molécules dans le noyau ou le cyto-
plasme. Ainsi, des études antérieures
ont suggéré qu’un transport nucléaire
perturbé entrainait une altération des
neurones dans plusieurs maladies neu-
rologiques [5]. La molécule exportine 1
(CRM1 ; chromosome region mainte-
nance 1, ou exportinl ou Xpol) a été
identifiée comme essentielle au pro-
cessus de neurodégénérescence asso-
cié a la SEP [6]. Nous nous sommes
donc interrogés sur 'intérét du ciblage
de CRM1 comme potentielle straté-
gie thérapeutique contre la SEP. Nous
avons d’abord comparé I’expression
de CRMI dans des Iésions démyélini-
sées présentant d’importants dégats
axonaux, et des régions saines dans
des biopsies de cerveaux de personnes
atteintes de SEP progressive. CRM1
était nettement plus exprimée dans les
régions lésées que dans les régions nor-
males. €n outre, I"analyse par western
blot révéla une expression plus impor-
tante de CRMI1 dans des extraits pro-
téiques de substance grise provenant
de patients atteints de SEP progres-
sive, que dans les extraits provenant
de patients contréles, indiquant que
des concentrations élevées de cette
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protéine sont associées a la SEP. Nous
avons alors émis I’hypothése selon
laquelle Iinhibition de CRM1 pouvait
avoir un effet protecteur dans cette
maladie neurologique. Nous avons donc
sélectionné deux inhibiteurs chimiques
de CRMI1: KPT-276 et KPT-350, qui
offrent plusieurs avantages : ils ne sont
pas toxiques, traversent la barriére
hémato-encéphalique et peuvent étre
administrés par voie orale [7].

Effet protecteur des inhibiteurs

de CRM1 dans un modéle murin de
sclérose en plaques

Afin de tester le potentiel thérapeutique
des inhibiteurs de CRM1, nous avons
utilisé le modele d’encéphalomyélite
auto-immune expérimentale (EAE),
un modéle murin trés couramment
employé pour étudier les mécanismes
fondamentaux de la SEP et tester des
candidats médicaments en phase pré-
clinique. La maladie est induite par
immunisation avec de la myéline totale
ou des protéines de la myéline. La
réaction immunitaire détruit les gaines
de myéline entourant les axones. Les
symptomes, continus et progressifs,
s’installent en quelques jours, débutant
par une atonie de la queue et pou-
vant aboutir @ une paralysie complete
de I"animal. Nous avons donc induit
une encéphalomyélite auto-immune
expérimentale chez des souris, puis
administré KPT-276 ou KPT-350 une
fois établie la perte de motricité des
membres postérieurs. Alors qu’une
paralysie complete s’installait chez les
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Figure 1. Mécanismes de neuroprotection par les inhibiteurs de CRM1. A. CRM1 permet "export nucléaire de TAU et NRF2 contribuant a une distri-

bution nucléocytoplasmique équilibrée dans un neurone sain. B. Un stimulus neurodégénératif (acide kainique, glutamate, démyélinisation) induit

une accumulation de TAU et NRF2 dans le cytoplasme, entrainant la mort du neurone. €. KPT empéche CRM1 de se lier a TAU et NRF2, limitant leur

accumulation dans le cytoplasme et favorisant la protection neuronale.

souris recevant le véhicule pharma-
ceutique!, les souris recevant KPT-276
ou KPT-350 évoluaient vers une rémis-
sion partielle de leurs symptomes. Le
traitement préventif des souris (avant
’induction de I’encéphalomyélite) a
également permis de retarder I'appa-
rition des symptomes et d’en diminuer
la gravité.

1 Substance inerte dans lequel le principe actif médicamen-
teux est formulé (servant ainsi de contrdle).
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Immunomodulation induite par les
inhibiteurs de CRM1

Afin de comprendre comment les inhi-
biteurs de CRM1 permettent d’amélio-
rer la progression de I'EAE, nous avons
analysé Iinfiltration des cellules immu-
nitaires dans le systeme nerveux cen-
tral des souris traitées et contrdles. Nous
avons observé une réduction drastique des
cellules inflammatoires, essentiellement
lymphocytes B et T, chez les souris trai-
tées avec KPT-276 ou KPT-350 par rapport
aux animaux recevant le véhicule. U'ana-
lyse paralléle des cellules immunitaires

en périphérie chez les souris traitées a
montré une forte réduction des lympho-
cytes, mais également des cellules de la
lignée myéloide (monocytes, neutrophiles,
cellules dendritiques). Ce résultat indique
que les inhibiteurs de CRMI induisent une
immunomodulation qui ne se limite pas &
un type leucocytaire particulier.

Effet neuroprotecteur des inhibiteurs
de CRM1

Nous avons fait une observation intéres-
sante : chez les animaux ayant regu les
inhibiteurs de CRM1 au cours de I’EAE, les
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neurones étaient dépourvus de myéline,
mais d’apparence toujours saine, alors
que la démyélinisation entraine habituel-
lement la mort neuronale. expression de
CRM1 étant ubiquitaire, nous nous sommes
demandés si 'effet protecteur observé
pouvait également étre le résultat d’un
effet direct sur les neurones. Afin de tester
cette hypotheése, nous avons utilisé les
propriétés neurocytotoxiques de I’acide
kainique? afin d’induire dans hippocampe
une dégénérescence neuronale indépen-
dante d’une réponse immunitaire [8].
Alors que chez les souris contrdles, 'acide
kainique entrafnait une dégénérescence
neuronale, cet effet neurotoxique était
bloqué chez les souris recevant KPT-276
ou KPT-350. Pour confirmer I'effet neuro-
protecteur lié a I'inhibition de CRMI, nous
avons ensuite utilisé un lentivirus conte-
nant un petit ARN en épingle a cheveux
capable de réduire I"expression de CRM1
dans des neurones en culture. Dans ces
conditions, I’acide kainique était inca-
pable d’induire la dégénérescence de ces
neurones par comparaison avec les échan-
tillons de neurones contrdles.

Les cibles moléculaires des inhibiteurs
de CRM1

Finalement, afin de déterminer les méca-
nismes moléculaires associés a I'effet
neuroprotecteur des inhibiteurs de CRMI,
nous avons utilisé la spectrométrie de
masse pour analyser les molécules accu-
mulées dans le cytoplasme de neurones
rendus dégénérescents en culture. Parmi
les molécules identifiées, nous avons

2 l’acide kainique est une substance non dégradable ana-
logue au glutamate induisant une neurocytotoxicité.

sélectionné deux protéines - TAU et NRF2
- car possédant une séquence d’exporta-
tion nucléaire nécessaire a leur transport
par les exportines et parce que leur loca-
lisation cytoplasmique a pu étre confir-
mée par western blot sur des échantillons
de neurones dégénérescents en culture
ou provenant de souris EAE. TAU est une
protéine impliquée dans la stabilisation
des microtubules et son accumulation
cytoplasmique entrafne une perturbation
du cytosquelette. 'exportation de NRF2
dans le cytoplasme perturbe la réponse
cellulaire au stress oxydant. Ainsi, ces
résultats suggérent que les inhibiteurs de
CRMI exercent un effet neuroprotecteur,
en retenant TAU et NRF2 dans le noyau des
neurones soumis a un stimulus neurodé-
génératif, grace au maintien de Iintégrité
du cytosquelette neuronal et en luttant
plus efficacement contre le stress oxydant
(Figure 1).

Bénéfices des inhibiteurs de CRM1 par
rapport aux thérapies actuelles

Dans cette étude, nous avons montré
que les inhibiteurs de CRMI1 limitent
fortement la progression de handicaps
dans un modéle préclinique de SEP. Cette
protection provient d’un double effet:
(1) limitation de I"agression par le sys-
téme immunitaire, et (2) réduction de
la mort des neurones « stressés ». Ainsi,
les inhibiteurs de CRM1 semblent avoir
un avantage sur les traitements actuels
qui ne ciblent que les processus inflam-
matoires. Cependant, pour évaluer les
bénéfices chez ’homme, des études
d’efficacité et d’innocuité chez des per-
sonnes atteintes de maladies démyéli-
nisantes sont maintenant nécessaires.

Enfin, le développement de thérapies
visant a remyéliniser les neurones, en
association avec I’inhibition de CRMI,
pourrait fournir un traitement particu-
lierement efficace contre la SEP. ¢
Nuclear export inhibitors as a
potential therapy for multiple sclerosis
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