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Sommaire

Ainsi lors de l'inflammation du SNC, certaines molécules immunitaires peuvent stimuler la libération des facteurs neurotrophiques, et par conséquent promouvoir la réparation. La réponse immunitaire du SNC est un mécanisme complexe dont les effets peuvent être bénéfiques mais aussi délétères [START_REF] Bailey | Innate and adaptive immune responses of the central nervous system[END_REF].

Dans ce contexte, le laboratoire EA 4550 a développé une thématique de recherche visant à comprendre les mécanismes et les effecteurs de l'immunité innée du SNC en choisissant pour modèle un invertébré, la sangsue médicinale. Hirudo medicinalis fait partie des invertébrés les mieux étudiés en neurosciences. De très nombreuses études portant sur le comportement, les connexions synaptiques et les fonctions des canaux ioniques ont été menées au niveau du système nerveux de ce modèle. De manière intéressante, des expériences réalisées in vivo et in vitro ont démontré qu'à l'inverse du SNC de mammifères, le SNC de sangsue possédait la faculté de régénérer, suite à une lésion. Lors de la section d'un connectif, les mouvements de natation de l'animal sont perturbés. Après quatre semaines, la nage de l'animal redevient normale, prouvant que la régénération n'est pas uniquement structurale mais également fonctionnelle [START_REF] Jansen | Regeneration and changes in synaptic connections between individual nerve cells in the central nervous system of the leech[END_REF]. Les événements à l'origine de ce phénomène sont essentiellement décrits au travers des travaux de Müller.

Müller et ses collaborateurs ont en effet observé un recrutement rapide de cellules microgliales, macrophages résidents du SNC, au site de lésion [START_REF] Muller | Transmission at a 'direct' electrical connexion mediated by an interneurone in the leech[END_REF].

Sur place, ces cellules participeraient à l'élimination des débris cellulaires par phagocytose et produiraient de la laminine, un composant de la matrice extracellulaire qui possède un rôle neurotrophique (Masuda- [START_REF] Masuda-Nakagawa | Accumulation of laminin and microglial cells at sites of injury and regeneration in the central nervous system of the leech[END_REF][START_REF] Masuda-Nakagawa | Axonal sprouting and laminin appearance after destruction of glial sheaths[END_REF]. Elliott et Müller ont proposé que les cellules microgliales prenaient le relais des cellules gliales des connectifs au niveau de la lésion pour entourer les axones et faciliter leur régénération [START_REF] Elliot | Long-term survival of glial segments during nerve regeneration in the leech[END_REF].

Bien qu'il soit convenu que l'activation excessive des cellules immunitaires est nuisible dans bien des situations, une réponse immunitaire contrôlée favorise le retour à l'état initial.

Cependant on sait que chez les mammifères, l'inflammation peut avoir un effet bénéfique sur la régénération. Contrairement aux mammifères, la sangsue possède une impressionnante capacité de régénération du SNC [START_REF] Muller | Correct axonal regeneration after target cell removal in the central nervous system of the leech[END_REF]. L'équipe a démontré que cette faculté était accrue lorsque la chaîne nerveuse était mise en présence d'un nombre contrôlé de bactéries suggérant que chez cet animal, les mécanismes immunitaires participeraient à la réparation des fonctions normales du SNC. Dans ce contexte, une étude de la réponse immunitaire du SNC de la sangsue médicinale a été entamée et fait l'objet d'une partie du travail de thèse présenté ici. Deux types d'effecteur immunitaire ont été choisis :

--des membres de la famille des peptides antimicrobiens (PAMs) que nous avons identifiés chez la sangsue comme participant à la réponse anti-infectieuse systémique et pour certain comme la neuromacine et l'Hm-lumbricine, ayant des capacités régénératrices sur du SNC lésé. Ces résultats pourraient avoir un intérêt thérapeutique dans le traitement des lésions du SNC chez l'homme.

--un membre de la famille des cytokines pro-inflammatoires : EMAP II (Endothelial Monocyte Activating Polypeptide II) obtenue chez la sangsue, Hm-EMAP II. De manière intéressante, bien qu'EMAP II soit reporté comme étant un marqueur de lésion cérébrale lié à une inflammation ou une dégénérescence, la fonction que cette molécule exerce dans le SNC n'a pas été décrite. Une étude du mode de perception des pathogènes conduisant à l'induction de ces différents effecteurs immunitaires a également été initiée. Nos résultats montrent pour la première fois chez un invertébré, que l'expression du gène codant Hm-EMAP II est sous le contrôle d'un récepteur apparenté à la famille des Toll like Receptor (TLR), HmTLR 1. De manière intéressante, HmTLR 1 présente des homologies avec le TLR 13 de souris dont la fonction reste inconnue.

Les annélides sont les seuls invertébrés à posséder un système circulatoire clos. Chez la sangsue médicinale ce système est composé de quatre vaisseaux principaux : deux sinus latéraux, un sinus dorsal et un ventral dans lesquels baigne la chaîne nerveuse. Le contact n'est cependant pas direct entre le sang et les cellules nerveuses puisque le SNC de sangsue est protégé par une capsule fibreuse dont la fonction de filtre pourrait s'apparenter à celle de la barrière hémato encéphalique chez les mammifères. Afin de vérifier cette hypothèse, l'un des objectifs de cette thèse fut de déterminer le rôle des éléments du sang dans l'immunité et/ou la restauration des fonctions normales du SNC lésé ; il s'agissait plus particulièrement de comprendre comment s'établit l'interrelation entre le sang et la chaîne nerveuse dans un contexte neuro-immunitaire. L'approche est faite à deux niveaux :

-une approche cellulaire basée sur une étude morphologique des cellules du sang.

-une approche fonctionnelle dont l'objectif fut (i) de caractériser les fonctions immunitaires et /ou neurotrophiques du sang et (ii) d'étudier l'éventuelle infiltration de ces cellules dans des chaînes d'animaux ayant subi une infection bactérienne expérimentale.

Dans ce manuscrit, nous présenterons les publications qui regroupent les résultats obtenus, au cours de ce travail de thèse. La première publication présente la caractérisation de deux nouveaux PAMs exprimés au sein du SNC de la sangsue, la neuromacine et l'Hmlumbricine, à laquelle j'ai participé. La deuxième publication présente également ma contribution à la caractérisation chez notre modèle, d'une molécule homologue à celle présente chez des vertébrés, la cytokine pro-inflammatoire, Hm-EMAPII, et la régulation de son expression par un récepteur de type Toll. La dernière publication concerne le deuxième volet de cette thèse, à savoir la caractérisation morphologique et fonctionnelle des cellules du sang de la sangsue, et l'étude de leur rôle dans l'immunité et la réparation du SNC lésé.

Dans chacun des chapitres de ce manuscrit, les résultats obtenus seront d'abord présentés sommairement puis discutés et des perspectives pour ces travaux seront données dans une partie intitulée « discussion et perspectives ». Enfin, une conclusion générale viendra éclairer les principaux aboutissements de cette Thèse.

Généralités

LA SANGSUE MEDICINALE: HIRUDO MEDICINALIS

Classification

Les sangsues sont des Eumétazoaires caractérisés par une symétrie bilatérale (Bilatériens) (figure 1). Ce sont des protostomiens coelomates. Leur SNC est organisé autour d'un ganglion céphalique et d'une chaîne nerveuse ventrale (Hyponeurien). Le développement embryonnaire est dit indirect, car il passe par une larve nageuse ciliée (qui a disparu chez les sangsues) appelée larve trochophore (Lophotrochozoaires -Eutrochozoaires).

La segmentation de l'oeuf est spirale (Spiraliens). Enfin les Annélides présentent un corps métamérisé et sont les seuls protostomiens à posséder un système circulatoire clos. Hirudo medicinalis appartient à l'Embranchement des Annélides, la classe des Hirudinés ou Achétes (1500 éspeces), à l'ordre des Gnathobdellidés (sangsues à machoires).

La sangsue médicinale, présente un nombre constant de 33 métamères dépourvus de soies chitineuses. Le premier est modifié en une ventouse péribuccale munie de 3 mâchoires denticulées. Ce lophotrochozoaire est un ectoparasite hematophage de vertébrés.

Hirudo medicinalis, décrite par Linné en 1758, a longtemps été considérée comme la seule sangsue médicinale européenne. Pourtant, en 1827 Moquin-Tandon a reconnu au moins cinq espèces supplémentaires. L'absence de différences anatomiques internes nettes a été un obstacle à la précision délimitant le nombre d'espèces de sangsues et les descriptions taxonomiques étaient souvent fondées sur de subtiles variations dans le profil de couleur du tégument (figure 2). Des études moléculaires ont montré que la sangsue médicinale, bien que généralement commercialisée sous le nom Hirudo medicinalis, se compose, en fait, d'un complexe d'au moins trois espèces: Hirudo orientalis, Hirudo verbana couramment commercialisé et Hirudo medicinalis, l'espèce la plus rare [START_REF] Siddall | Validating Livanow: molecular data agree that leeches, Branchiobdellidans, and Acanthobdella peledina form a monophyletic group of oligochaetes[END_REF][START_REF] Trontelj | Celebrity with a neglected taxonomy: molecular systematics of the medicinal leech (genus Hirudo)[END_REF][START_REF] Siddall | Diverse molecular data demonstrate that commercially available medicinal leeches are not Hirudo medicinalis[END_REF]).Utevsky a montré que le nombre de chromosome varie d'une espèce à l'autre, 13 pour H. verbana et 14 pour H. medicinalis [START_REF] Utevsky | Chromosome numbers for three species of medicinal leeches (Hirudo spp.)[END_REF]. 

Ecologie

Elle vit principalement dans les eaux stagnantes de type marais et étangs. En France, les sangsues abondaient en Vendée, en Gironde, dans les Landes et en Camargue [START_REF] Nouel | Traitement de l'hémochromatose[END_REF].

Actuellement, sa distribution géographique s'étend à travers toute l'Europe mais Hirudo medicinalis demeure rare en France et en Belgique [START_REF] Siiverstein | Hirudo medicinalis[END_REF][START_REF] Ricarimpex | Dossier scientifique[END_REF]).

La sangsue médicinale est un indicateur fiable et sensible de la qualité de l'environnement, particulièrement de la pureté de l'eau dans laquelle elle vit (figure 3 

Morphologie externe

Chez Hirudo medicinalis, la métamérie primitive est masquée par la subdivision de chaque métamère en un nombre variable d'anneaux. On observe 101 anneaux chez Hirudo medicinalis, qui correspondent aux 33 métamères primitifs ou segments (figure 4).

La sangsue Hirudo medicinalis est un ver annelé aplati dorso-ventralement, la longueur de son corps est variable de 7 à 12 cm, plus ou moins 4 cm si elle est observée en extension ou en contraction, avec un diamètre de 6 à 7 mm. Ces dimensions varient en fonction de la date du dernier repas. Elle porte cinq paires d'yeux rudimentaires ou ocelles (au niveau des cinq premiers segments) et des plaques sensorielles sur l'ensemble des métamères. Les ventouses, organes caractéristiques des ectoparasites, sont toujours au nombre de deux : l'une antérieure dite péri-buccale utile à la succion, et l'autre postéro-terminale en position ventrale indispensable à la locomotion.

Anatomie interne :

Appareil digestif :

L'appareil digestif comporte 4 parties avec tout d'abord :

-la bouche située au centre de la ventouse antérieure est munie de 3 mâchoires, qui forment un Y renversé et portent de très nombreuses dents assurant l'incision (figure 4).

-Le pharynx constitue le deuxième élément. Il est doté de muscles puissants, permettant la succion et la déglutition du sang.

-L'estomac assure le stockage du sang en quantité très importante.

-La dernière partie de l'appareil digestif est constitué de l'intestin moyen, formant la zone digestive active, et l'intestin postérieur court se terminant par l'anus. 

Appareil reproducteur :

Hirudo medicinalis se reproduit généralement une fois l'an, du printemps jusqu'en été. 

Appareil respiratoire :

L'appareil respiratoire n'est pas différencié. La respiration se fait par simple diffusion à travers le tégument. Le sang contient un pigment respiratoire, l'hémoglobine extracellulaire.

Appareil circulatoire :

Le coelome est extrêmement réduit car il est occupé par un tissu de remplissage parenchymateux, le tissu bothryoïdal.

La sangsue possède un système circulatoire clos composé de quatre vaisseaux principaux, deux sinus latéraux (figure 7), un sinus dorsal et un sinus ventral dans lequel baigne la chaîne nerveuse (figure 8). Les valves empêchent le refoulement du sang lors de la contraction systolique du sinus latéral, rythmées de contraction latérale. La position, la structure et la fonction des valves dans le sinus latéral de la sangsue, sont bien décrites [START_REF] Hammersen | Studies on the fine structure of invertebrate blood vessels. II. The valves of the lateral sinus of the leech, Hirudo medicinalis L[END_REF]).

Système nerveux :

Les études portant sur le système nerveux de la sangsue médicinale ont débuté dès le XIX siècle. Ceci en fait l'un des premiers modèles en neurobiologie. Les ganglions supra-oesophagiens participent à la neurosécrétion [START_REF] Orchard | The projections of neurosecretory cells in the brain of the North-American medicinal leech, Macrobdella decora, using intracellular injection of horseradish peroxidase[END_REF] tandis que les ganglions sous-oesophagiens jouent un rôle sensoriel important pour l'innervation de la ventouse antérieure et des trois mâchoires. Ces ganglions sont reliés entre eux et forment un collier nerveux péri-oesophagien. Un ganglion segmentaire innerve chaque métamère du corps de l'animal. Sept ganglions fusionnés forment un ganglion caudal volumineux innervant principalement la ventouse postérieure de la sangsue. L'ensemble de la chaîne nerveuse est couvert par une capsule fibreuse constituée entre autres de fibroblastes et de fibres musculaires contractiles (figure 9) [START_REF]The fine structure of the central nervous system of the leech, Hirudo medicinalis[END_REF]. 11). prolongements astrocytaires, de la lame basale et des péricytes [START_REF] Ballabh | The blood-brain barrier: an overview: structure, regulation, and clinical implications[END_REF] (figure 12). La BHE constitue un élément clé dans la protection du SNC de par sa faible et relative perméabilité. Les différents éléments qui constituent cette BEH seront présentés dans un premier temps, puis son implication dans la mise en place de la réponse immunitaire au sein du SNC sera évoquée.

Les péricytes

Les péricytes apporteraient un soutien structurel aux cellules endothéliales cérébrales [START_REF] Ballabh | The blood-brain barrier: an overview: structure, regulation, and clinical implications[END_REF]), réguleraient le flux sanguin des capillaires [START_REF] Bandopadhyay | Contractile proteins in pericytes at the blood-brain and blood-retinal barriers[END_REF]) et participeraient à l'entretien des vaisseaux sanguins [START_REF] Ramsauer | Angiogenesis of the blood-brain barrier in vitro and the function of cerebral pericytes[END_REF]. Les péricytes, qui partagent avec les cellules endothéliales la membrane basale, sont capables d'induire des propriétés de la BHE sur des cellules endothéliales cérébrales en culture [START_REF] Hori | A pericyte-derived angiopoietin-1 multimeric complex induces occludin gene expression in brain capillary endothelial cells through Tie-2 activation in vitro[END_REF][START_REF] Dohgu | Brain pericytes contribute to the induction and up-regulation of blood-brain barrier functions through transforming growth factor-beta production[END_REF].

Récemment, une expérience chez le rat a montré sur un modèle in vitro de BHE que la monocouche de cellules cérébrales endothéliales avait une perméabilité plus faible lors d'une coculture à la fois avec des astrocytes et des péricytes que lors d'une coculture avec un seul de ces types cellulaires [START_REF] Nakagawa | Pericytes from brain microvessels strengthen the barrier integrity in primary cultures of rat brain endothelial cells[END_REF]. Suite à un dommage ou à une infection du SNC, les péricytes peuvent évoluer et acquérir certaines fonctions macrophagiques, telles que la phagocytose ou l'expression de molécules du CMH de classe II [START_REF] Angelov | The cerebral perivascular cells[END_REF][START_REF] Guillemin | Microglia, macrophages, perivascular macrophages, and pericytes: a review of function and identification[END_REF]. 

Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales constituent la première couche de la BHE et ont une activité phagocytaire très faible [START_REF] Bailey | Innate and adaptive immune responses of the central nervous system[END_REF]. Ces cellules se distinguent par un contenu mitochondrial important [START_REF] Oldendorf | The blood-brain barrier[END_REF], l'absence de fenestrations, et la présence de jonctions serrées [START_REF] Kniesel | Tight junctions of the blood-brain barrier[END_REF]. 

Les jonctions serrées

Au niveau de la BHE, il existe plusieurs types de jonctions qui se forment entre deux cellules endothéliales adjacentes. On trouve les jonctions adhérentes (JA) et les jonctions serrées (JS).

Les JS et JA ont pour rôle de limiter la perméabilité de l'endothélium [START_REF] Hawkins | The blood-brain barrier/neurovascular unit in health and disease[END_REF].

Les JA sont constituées de cadhérines membranaires qui se lient au cytosquelette d'actine via des molécules intermédiaires : les caténines. Les JA forment une ceinture continue qui permet de maintenir les cellules voisines attachées [START_REF] Petty | Junctional complexes of the blood-brain barrier: permeability changes in neuroinflammation[END_REF].

Une jonction serrée est composée de protéines transmembranaires (occludines, claudines et JAM, junctional adhesion molecules) qui sont reliées au cytosquelette d'actine par les protéines d'ancrage/accessoires (ZO-1, ZO-2 et ZO-3) [START_REF] Persidsky | Blood-brain barrier: structural components and function under physiologic and pathologic conditions[END_REF]. Les JS peuvent être modifiées par plusieurs facteurs, comme la concentration extracellulaire en calcium, la phosphorylation de certaines des protéines les constituant, ou des conditions pathologiques [START_REF] Zlokovic | Morphology and function of leech circulating blood cells in immunity and neural repair of the damaged CNS[END_REF][START_REF] Persidsky | Blood-brain barrier: structural components and function under physiologic and pathologic conditions[END_REF].

Les premiers exemples de modulation de la fonction de la BHE, ont été trouvés dans des conditions extrêmes ou pathologiques. Par exemple, l'ouverture des jonctions serrées de la BHE peut se produire lors d'inflammation, conduisant à un oedème cérébral [START_REF] Huber | Inflammatory pain alters blood-brain barrier permeability and tight junctional protein expression[END_REF], et la régulation positive de l'expression du transport est observée dans des cas de famine ou d'hypoxie [START_REF] Boado | Glucose deprivation and hypoxia increase the expression of the GLUT1 glucose transporter via a specific mRNA cis-acting regulatory element[END_REF]. Par ailleurs, certaines bactéries sont capables de passer de la circulation sanguine au SNC en respectant l'intégrité de la BHE [START_REF] Stins | Bacterial invasion and transcytosis in transfected human brain microvascular endothelial cells[END_REF]).

Les cellules péri-vasculaires

Les cellules péri-vasculaires comprennent les péricytes et les macrophages périvasculaires qui sont localisés (en totalité ou partiellement) dans la lame basale des vaisseaux sanguins [START_REF] Thomas | Brain macrophages: on the role of pericytes and perivascular cells[END_REF]. Les macrophages péri-vasculaires présentent différentes morphologies, soit allongées et accompagnées de prolongements les rendant bi ou tripolaires, ou bien de forme amiboïde. Il semblerait que ces cellules soient capables de présenter les antigènes. Ford et ses collaborateurs ont montré leur capacité à activer des lymphocytes T [START_REF] Ford | Normal adult ramified microglia separated from other central nervous system macrophages by flow cytometric sorting. Phenotypic differences defined and direct ex vivo antigen presentation to myelin basic protein-reactive CD4+ T cells compared[END_REF]. En réponse à un processus inflammatoire, les macrophages péri-vasculaires effectuent la phagocytose et la pinocytose, et répondent aux cytokines inflammatoires ou au lipopolysaccharide bactérien (LPS) [START_REF] Aguirre | MHC class II-positive perivascular microglial cells mediate resistance to Cryptococcus neoformans brain infection[END_REF][START_REF] Silva | Peripheral macrophage depletion reduces central nervous system parasitism and damage in Trypanosoma cruzi-infected suckling rats[END_REF]. A travers ces fonctions, les macrophages péri-vasculaires sont impliqués dans plusieurs processus pathologiques, tels que la sclérose en plaques, l'ischémie, ou l'entrée de certains virus dans le SNC, dont le VIH (Stoll et Jander, 1999).

Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques, qui constituent les cellules présentatrices d'antigènes (CPA) par excellence [START_REF] Banchereau | Dendritic cells and the control of immunity[END_REF] [START_REF] Steffen | Evidence for involvement of ICAM-1 and VCAM-1 in lymphocyte interaction with endothelium in experimental autoimmune encephalomyelitis in the central nervous system in the SJL/J mouse[END_REF]) et des cellules épithéliales des plexus choroïdes [START_REF] Steffen | ICAM-1, VCAM-1, and MAdCAM-1 are expressed on choroid plexus epithelium but not endothelium and mediate binding of lymphocytes in vitro[END_REF]. Ces molécules sont responsables des phénomènes d'infiltration leucocytaire [START_REF] Imhof | Novel mechanisms of the transendothelial migration of leukocytes[END_REF]). On retrouve également l'expression de ces molécules d'adhésion dans les OCVs au niveau des cellules endothéliales fenêtrées [START_REF] Schulz | The circumventricular organs participate in the immunopathogenesis of experimental autoimmune encephalomyelitis[END_REF].

Les cellules de kolmer

L'extravasation leucocytaire (figure 14) lors de l'inflammation se déroule en plusieurs étapes.

Dans des conditions inflammatoires du SNC, il y a induction de l'expression de molécules d'adhésion et de chimiokines au niveau de l'endothélium de la BHE ainsi que de l'épithélium du plexus choroïde, ce qui amplifie le signal de circulation des leucocytes sanguins [START_REF] Imhof | Novel mechanisms of the transendothelial migration of leukocytes[END_REF] 

II) Acteurs périphérique participant à l'immunité du SNC chez les invertébrés

Les invertébrés se sont avérés être de formidables outils en neurosciences et en immunologie, pour mieux comprendre les processus neurobiologiques ou les mécanismes de l'immunité innée chez les vertébrés. Dans le contexte qui nous intéresse, quelques travaux rapportent l'implication de l'immunité périphérique dans la défense du SNC chez les invertébrés.

Une BHE chez les invertébrés ?

Chez la drosophile les deux couches perineurale et subperineurale de cellules de la gliales qui contrôlent l'accès chimique dans les ganglions cérébrosides, peuvent être considérées comme des analogies fonctionnels de la BHE des vertébrés. De même chez la sangsue médicinale, l'ensemble de la chaîne nerveuse est entouré par une capsule fibreuse (Richard E. 1963), qui constitue une barrière physique qui limite l'invasion par des microorganismes.

Cette capsule est une couche de quelques microns composée de cellules musculaires et de fibroblastes intégrés dans un feutrage dense de fines fibres de collagène.

Implication de l'immunité périphérique dans le SNC

Certaines molécules immunitaires circulantes ont également été retrouvées au sein du système nerveux des invertébrés sans que leur fonction dans la réponse neuro-immune ne soit clairement établie, comme par exemple des protéines de la famille des lectines [START_REF] Pace | Characterization of a novel Drosophila melanogaster galectin. Expression in developing immune, neural, and muscle tissues[END_REF]. L'infiltration de cellules immunitaires dans le SNC a également été constatée. Au niveau embryonnaire les hémocytes de Drosophila melanogaster, sont recrutés par le SNC pour éliminer les débris cellulaires (Sonnenfeld and Jacobs 1995;[START_REF] Jacobs | The midline glia of Drosophila: a molecular genetic model for the developmental functions of glia[END_REF].

De plus, ces hémocytes sont également impliqués, chez l'adulte, dans l'homéostasie du SNC [START_REF] Kretzschmar | Glia in development, function, and neurodegeneration of the adult insect brain[END_REF] sans qu'aucun lien direct avec l'immunité n'ait été établi.

Des études ont montré également l'élimination de débris cellulaires par les microgliales, chez la drosophile (Sonnenfeld and Jacobs 1995).

D'autres expériences ont mis en évidence chez l'Aplysie, qu'une infection bactérienne au niveau du SNC pouvait entrainer le recrutement de cellules immunitaires circulantes [START_REF] Clatworthy | Ionizing radiation-induced alterations in the electrophysiological properties of Aplysia sensory neurons[END_REF].

Les hémocytes recrutés participeraient à la fois à la phagocytose des éléments pathogènes mais également à la production de facteurs pro-inflammatoires, comme par exemple une cytokine-like homologue au TGFβ [START_REF] Franchini | Presence of casein immunoreactive epitopes in molluscs, fish and frog[END_REF].

La [START_REF] Barker | Immunologically privileged sites[END_REF]. Cependant, cette notion a été largement revue dans la mesure où de nombreuses manifestations du système immunitaire y ont été mises en évidence (maladies auto-immunes, maladies inflammatoires).

Dans un premier temps seront décrits les éléments immunitaires propres au SNC, leur implication dans la réparation des fonctions normales du SNC lésé chez les vertébrés sera ensuite abordée.

Dans un second temps sera abordée l'immunité du SNC chez les invertébrés. Nous verrons que de nombreux mécanismes moléculaires contrôlant la régénération sont partagés par les invertébrés et les vertébrés, faisant des modèles invertébrés une alternative simple et pertinente à l'étude des processus neuro-immunitaire [START_REF] Moffett | Nervous System Regeneration in the Invertebrates[END_REF].

I) Immunité propre du SNC des vertébrés 1. Les récepteurs de reconnaissance des PRPs

La reconnaissance du non-soi est essentielle dans l'initiation de la réponse immunitaire lors d'un contact avec des micro-organismes. Cette reconnaissance permettant la discrimination entre le soi et le non-soi, repose sur la présence à la surface des micro-organismes de motifs nommés PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) (Medzhitov and Janeway 2000).

Ces motifs absents des cellules eucaryotes, regroupent les constituants des enveloppes microbiennes, telles que le LPS (lipopolysaccharides), le LTA (acide lipoteichoïque), le peptidoglycane, le β-1,3-glucane, les polysaccharides constituant la paroi cellulaire des champignons, et les ARN double brin (ARNdb) des virus réplicatifs [START_REF] Beutler | Innate immunity: an overview[END_REF]). Ces motifs sont reconnus, soit par des protéines nommées, PRPs (pattern recognition protein) solubles telles que les collectines, soit par des récepteurs associés aux membranes cellulaires, de type TLR, NLR. La présence de tels éléments de reconnaissance sur les cellules nerveuses atteste de la capacité de mise en place d'une réponse immunitaire par le SNC.

Les Collectines

Les collectines sont des protéines complexes à domaine collagène et une classe de lectines calcium dépendantes. Huit différentes protéines ont été identifiées : le MBL (Mannan-Binding Lectin), la CL-L1 (collectine liver 1), la CL-P1 (collectine du placenta1), la conglutinine, la CL-43 (collectine de 43kDa), la CL-46 (collectine de 46 kDa), la SP-A (protéine A du surfactant), la SP-D (protéine D du surfactant). La plupart des micro-organismes possèdent à leur surface, un ou plusieurs carbohydrates reconnus par les collectines. La liaison des collectines aux micro-organismes va entrainer leur agglutination et ce qui contribue à leur élimination [START_REF] Ezekowitz | Role of the mannose-binding lectin in innate immunity[END_REF].

Le MBL et le SPA sont exprimés par les astrocytes [START_REF] Kuraya | Expression of H-ficolin/Hakata antigen, mannose-binding lectin-associated serine protease (MASP)-1 and MASP-3 by human glioma cell line T98G[END_REF][START_REF] Wagner | Differential expression of the murine mannose-binding lectins A and C in lymphoid and nonlymphoid organs and tissues[END_REF] et sont tous deux capables de reconnaitre des bactéries à Gram négatif et positif, les mycobactéries et les virus [START_REF] Lu | Collectins and ficolins: sugar pattern recognition molecules of the mammalian innate immune system[END_REF][START_REF] Tate | Receptor specificity of the influenza virus hemagglutinin modulates sensitivity to soluble collectins of the innate immune system and virulence in mice[END_REF]. Le domaine CDR (carbohydrate recognition domain) du MBL va reconnaitre les glycoprotéines des membranes des microorganismes [START_REF] Hoffmann | Phylogenetic perspectives in innate immunity[END_REF]. De plus, le MBL peut être un initiateur de la voie des lectines, voie d'activation du complément.

Le MBL peut déclencher certaines fonctions des cellules microgliales en liaison avec les événements pathologiques tels qu'une augmentation de l'activité phagocytaire et du taux de prolifération cellulaire. Une telle augmentation de la prolifération microgliale a été observée après axotomie du nerf facial [START_REF] Angelov | Phagocytic microglia during delayed neuronal loss in the facial nucleus of the rat: time course of the neuronofugal migration of brain macrophages[END_REF].

Les récepteurs scavenger

Les récepteurs de type Scavenger (SR) sont des récepteurs très conservés présents à la surface des cellules myéloïdes des mammifères [START_REF] Pearson | Scavenger receptors in innate immunity[END_REF] La classe A est constituée de glycoprotéines trimériques à un domaine collagène responsable de la fixation des ligands. Le SR-AI est notamment capable de fixer un grand nombre de ligands, tels que les LPS ou les poly-anions présents à la surface des bactéries à Gram positif et à Gram négatif [START_REF] Pearson | Scavenger receptors in innate immunity[END_REF], les LDL acétylées et les cellules apoptotiques.

Dans le SNC des vertébrés, les cellules gliales expriment plusieurs de ces récepteurs. Les récepteurs SR-BI, SR-AI/AII, CD36 et SR-MARCO sont notamment exprimés par les cellules microgliales. Les astrocytes expriment, quant à eux, les récepteurs SR-BI et SR-MARCO. SR-A est également connu pour participer à l'élimination des débris cellulaires après une lésion du SNC [START_REF] Coraci | CD36, a class B scavenger receptor, is expressed on microglia in Alzheimer's disease brains and can mediate production of reactive oxygen species in response to beta-amyloid fibrils[END_REF][START_REF] Husemann | Scavenger receptors in neurobiology and neuropathology: their role on microglia and other cells of the nervous system[END_REF].

L'augmentation de l'expression de CD36 a été détectée dans le cortex frontal, en corrélation avec la présence de plaques amyloïdes et des marqueurs de l'oxydation, ce qui suggère que la régulation positive de la voie « récepteur scavenger » peut aussi favoriser l'inflammation in vivo [START_REF] Ricciarelli | CD36 overexpression in human brain correlates with betaamyloid deposition but not with Alzheimer's disease[END_REF]). De même, dans la maladie d'Alzheimer, l'expression de SR-A par les microgliales est augmentée [START_REF] Husemann | Scavenger receptors in neurobiology and neuropathology: their role on microglia and other cells of the nervous system[END_REF].

Cette même étude montre que SR-A, SR-BI, CD36 participent à la production d'espèces réactives de l'oxygène par les microgliales, ce qui suggère un rôle de ces récepteurs dans l'homéostasie et la neuropathologie.

Les récepteurs CD14 et la LBP

Le CD14 est un corécepteur qui existe sous deux formes, une forme ancrée dans la membrane cellulaire par un glycosylphosphatidylinositol (GPI) [START_REF] Wright | Toll, a new piece in the puzzle of innate immunity[END_REF]) (mCD14) et une forme soluble (sCD14). Le mCD14 est exprimé à la surface des cellules de la lignée myéloïde, y compris la microglie [START_REF] Nadeau | Role of microglial-derived tumor necrosis factor in mediating CD14 transcription and nuclear factor kappa B activity in the brain during endotoxemia[END_REF][START_REF] Kielian | Characterization of microglial responses to Staphylococcus aureus: effects on cytokine, costimulatory molecule, and Toll-like receptor expression[END_REF]Kielian, Esen et al. 2005). La forme soluble CD14 découle soit de la perte de l'ancrage de mCD14 (48 kDa) soit d'une sécrétion direction par les vésicules intracellulaires (56 kDa). Bien que le LPS soit considéré comme son principal ligand, CD14 reconnaît également d'autres motifs microbiens.

Le CD14 est aussi capable de fixer le récepteur Scavenger de type A (SR-A) ainsi que des molécules de la famille des intégrines β2 (CD11/CD18) [START_REF] Fenton | LPS-binding proteins and receptors[END_REF]. Après fixation de leur ligand, seuls le CD14 et les CD11/CD18 peuvent activer des voies de signalisation intracellulaires à l'origine de l'activation des défenses bactériennes des leucocytes circulants.

Le CD14 joue donc un rôle important dans la reconnaissance des LPS qui peut se faire directement ou par l'intermédiaire de la LBP (Lipopolysaccharide Binding Protein), une protéine plasmatique produite par le foie [START_REF] Calvano | Changes in polymorphonuclear leukocyte surface and plasma bactericidal/permeability-increasing protein and plasma lipopolysaccharide binding protein during endotoxemia or sepsis[END_REF][START_REF] Myc | The level of lipopolysaccharide-binding protein is significantly increased in plasma in patients with the systemic inflammatory response syndrome[END_REF]). L'importance du complexe LBP-CD14 dans la réponse inflammatoire du SNC a été démontrée dans les cellules microgliales de souris. La synthèse de cytokines proinflammatoires telles que TNFα et le CXCL2 est réduite, lorsque les cellules microgliales sont déficientes en CD14, ce qui a pour conséquence une diminution de la réponse immunitaire innée [START_REF] Esen | Recognition of Staphylococcus aureus-derived peptidoglycan (PGN) but not intact bacteria is mediated by CD14 in microglia[END_REF]. Cette étude a également démontré que le CD14 participait à la reconnaissance de motif PGN par les microgliales. Des données soutiennent un rôle à jouer du mCD14 dans la reconnaissance des bactéries à Gram-positif comme le peptidoglycane (PGN) et l'acide lipotéichoïque [START_REF] Dziarski | Interactions of CD14 with components of gram-positive bacteria[END_REF]. La voie d'activation du CD14 nécessite le recrutement du TLR4. En effet, il va transmettre un signal activateur au TLR4 qui, par l'intermédiaire d'une cascade d'activation intracellulaire, va mener à l'activation du facteur de transcription NF-kB permettant l'expression de nombreux gènes impliqués dans la réponse inflammatoire [START_REF] Laflamme | Toll-like receptor 4: the missing link of the cerebral innate immune response triggered by circulating gram-negative bacterial cell wall components[END_REF][START_REF] Nguyen | Critical role of tumor necrosis factor-alpha and NF-kappa B in interferon-gamma -induced CD40 expression in microglia/macrophages[END_REF].

Une forte expression des gènes codant le TLR2 et le CD14 a été observée dans le cerveau de souris atteintes d'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), un modèle expérimental de sclérose en plaques [START_REF] Zekki | The clinical course of experimental autoimmune encephalomyelitis is associated with a profound and sustained transcriptional activation of the genes encoding toll-like receptor 2 and CD14 in the mouse CNS[END_REF]. Cette observation concorde avec le fait que cette maladie démyélinisante a une origine immunitaire et est associée à une stimulation chronique en rapport avec la production de molécules inflammatoires.

Les récepteurs de la famille Toll

Les récepteurs de la famille Toll initialement décrits chez la drosophile, comprennent une dizaine de membres. On dénombre actuellement 13 TLRs chez les mammifères dont 10 chez l'homme et 13 dans le génome murin. Ces récepteurs sont extrêmement conservés et ont évolué pour détecter la présence des PAMPs (Medzhitov and Janeway 2000;[START_REF] O'neill | The family of five: TIR-domain-containing adaptors in Toll-like receptor signalling[END_REF][START_REF] Church | Primer: inflammasomes and interleukin 1beta in inflammatory disorders[END_REF].

Les oligodendrocytes et les neurones expriment des TLRs [START_REF] Bsibsi | Broad expression of Toll-like receptors in the human central nervous system[END_REF][START_REF] Prehaud | Virus infection switches TLR-3-positive human neurons to become strong producers of beta interferon[END_REF][START_REF] Lehnardt | A mechanism for neurodegeneration induced by group B streptococci through activation of the TLR2/MyD88 pathway in microglia[END_REF]. De même, les cellules microgliales expriment constitutivement, les TLR 1 à 9 [START_REF] Jack | TLR signaling tailors innate immune responses in human microglia and astrocytes[END_REF]. L'expression et la distribution des TLR 11 à 13 dans le SNC ont été étudiées en utilisant un modèle murin [START_REF] Mishra | Expression and distribution of Toll-like receptors 11-13 in the brain during murine neurocysticercosis[END_REF]. Les fonctions de ces deux récepteurs sont peu connues. Les ARNm des récepteurs TLR 11 à 13 sont exprimés de façon constitutive dans le SNC et les cellules immunitaires. Le TLR13 exprime également dans les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, et dans les astrocytes. L'expression des TLRs dans le SNC peut être augmentée lors d'infections virales et/ou bactériennes [START_REF] Laflamme | Toll-like receptor 4: the missing link of the cerebral innate immune response triggered by circulating gram-negative bacterial cell wall components[END_REF][START_REF] Bsibsi | Broad expression of Toll-like receptors in the human central nervous system[END_REF]McKimmie, Johnson et al. 2005). L'activation des TLRs conduit à une production de divers effecteurs immunitaires par le SNC. Par exemple, l'activation du TLR4 par le LPS induit l'expression du TNFα par la microglie. La liaison des PGN au TLR2 exprimée par les microgliales et les astrocytes entraine la production de cytokines et de chimiokines (TNF-α, IL-1β) [START_REF] Esen | Effect of magnesium sulfate administration on blood-brain barrier in a rat model of intraperitoneal sepsis: a randomized controlled experimental study[END_REF][START_REF] Kielian | Toll-like receptor 2 (TLR2) is pivotal for recognition of S. aureus peptidoglycan but not intact bacteria by microglia[END_REF]. Le TLR9 n'a quant à lui, été détecté que dans les cellules microgliales. Des résultats récents illustrent les capacités neuroprotectrices des TLR, médiées par le confinement de l'infection, par un traumatisme associé ou par le recrutement de lymphocytes T neuroprotecteurs [START_REF] Hanisch | Toll-like receptors: roles in neuroprotection?[END_REF].

L'activation des TLRs exprimés par les cellules gliales stimule des fonctions qui sont importantes pour contrôler l'inflammation du SNC, mais qui peuvent dans certains cas s'avérer neuro-toxiques (figure 15). Après stimulation par certains TLRs, les microgliales produisent des cytokines qui participent au recrutement de cellules périphériques inflammatoires (cellules T) dans le SNC ou à la destruction directe de la myéline. La production des cytokines pro-inflammatoires, notamment l'interleukine-23 (IL-23), par les cellules microgliales activées, dans diverses maladies neuroimmunologiques, telles que la sclérose en plaques par exemple [START_REF] Lehnardt | A mechanism for neurodegeneration induced by group B streptococci through activation of the TLR2/MyD88 pathway in microglia[END_REF]. Une étude de l'expression du TLR8 pendant le développement du cerveau de souris, a établi sa localisation dans les neurones et les axones. Cette étude met en avant un nouveau rôle pour le TLR8, comme suppresseur de la croissance des neurites ainsi qu'un rôle d'inducteur de l'apoptose neuronale [START_REF] Ma | Toll-like receptor 8 functions as a negative regulator of neurite outgrowth and inducer of neuronal apoptosis[END_REF]).

Les NOD-like récepteurs (NLR)

NOD-like receptors (NLR) sont les pendants intracellulaires des TLRs. Ils agissent comme de véritables senseurs des dangers encourus par la cellule et sont essentiels à l'initiation de la réponse inflammatoire. La structure de ces protéines cytoplasmiques est caractérisée par la succession de trois domaines permettant, de détecter le danger (LRR), de former un large complexe d'activation (NACHT) et enfin de recruter et d'activer leur cible moléculaire (type Death Domain, PYD ou CARD) [START_REF] Tschopp | NALPs: a novel protein family involved in inflammation[END_REF][START_REF] Leipe | STAND, a class of P-loop NTPases including animal and plant regulators of programmed cell death: multiple, complex domain architectures, unusual phyletic patterns, and evolution by horizontal gene transfer[END_REF][START_REF] Church | Primer: inflammasomes and interleukin 1beta in inflammatory disorders[END_REF]). On distingue actuellement pas moins de 22 NLRs (chez l'homme), classés selon leur structure en plusieurs sous-familles (NALP1-14, IPAF, NAIP, NOD1-5 et CIITA) [START_REF] Creagh | TLRs, NLRs and RLRs: a trinity of pathogen sensors that cooperate in innate immunity[END_REF]. Les ligands et les fonctions de plusieurs de ces NLRS sont encore en cours d'identification. Cette architecture n'est pas très éloignée de celle des TLRs, mais de par sa plus grande variabilité, elle permet un éventail de détection et de réponse plus étendu. La plupart des signaux activateurs des NLRs sont des produits microbiens [START_REF] Philpott | The role of Toll-like receptors and Nod proteins in bacterial infection[END_REF] qui entraînent et favorisent des voies de signalisation pro-inflammatoire permettant l'activation des mécanismes innés (neutrophiles) et adaptatifs (cellules T) de l'immunité. Cependant le rôle des NLRs ne s'arrête pas là, puisqu'ils détectent de nombreuses attaques non microbiennes et ont été récemment rattachés à plusieurs maladies génétiques inflammatoires et auto-immunes.

Au sein du SNC seuls 2 membres de la famille des NOD, NOD1 et NOD2, ont été identifiés comme ayant un rôle dans l'immunité [START_REF] Strober | Signalling pathways and molecular interactions of NOD1 and NOD2[END_REF]. Les astrocytes murins expriment constitutivement le NOD 2. L'expression du gène codant NOD2 est significativement régulée à la hausse après exposition à deux bactéries pathogènes du SNC, Borrelia burgdorferi et Neisseria meningitidis [START_REF] Sterka | Functional expression of NOD2, a novel pattern recognition receptor for bacterial motifs, in primary murine astrocytes[END_REF]).

Les effecteurs cellulaires

Le SNC est composé de cellules nerveuses hautement spécialisées telles que les neurones qui assurent la transmission de l'influx nerveux. Le neurone n'est pas la seule cellule présente dans le système nerveux, on distingue aussi plusieurs types de cellules gliales : les astrocytes, les oligodendrocytes et les microgliales (figure 16).

Les oligodendrocytes ne participent pas à la réponse immunitaire mais ont un rôle essentiel dans la production de myéline. Ils s'entourent autour des axones pour augmenter le transfert de l'information. Ils jouent également un rôle nourricier.

Les astrocytes, remplissent de nombreuses fonctions allant de la régulation de l'homéostasie ionique, à la modulation de la transmission synaptique en passant par la régulation du métabolisme énergétique [START_REF] Dong | Immune function of astrocytes[END_REF][START_REF] Pascual | Astrocytic purinergic signaling coordinates synaptic networks[END_REF]. Les astrocytes participent aussi à la constitution d'une barrière physique nécessaire à la protection du tissu nerveux au niveau de la barrière hémato-tissulaire. Entre le sang et le parenchyme nerveux, les pieds astrocytaires reposent sur la membrane basale des capillaires, et s'opposent à la pénétration de cellules et de molécules plasmatiques.

Les microgliales quant à elles, constituent les macrophages résidents du SNC.

Le déclenchement d'une inflammation au sein du SNC passe par l'activation du système immunitaire inné dont les principaux composants sont les cellules microgliales et les astrocytes [START_REF] Wyss-Coray | Inflammation in neurodegenerative disease--a double-edged sword[END_REF][START_REF] Carpentier | Glial toll-like receptor signaling in central nervous system infection and autoimmunity[END_REF].

Les neurones et les oligodendrocytes ne sont pas connus pour participer activement à la réponse immunitaire.

Il est crucial que les cellules résidentes (microgliales et astrocytes) soient en mesure de reconnaître rapidement et de répondre à l'infection. Ces cellules vont agir de façon précoce au niveau de la réplication des agents pathogènes, mais également diriger le recrutement et l'activation des cellules du système immunitaire nécessaire pour lutter contre les agents pathogènes [START_REF] Bailey | Innate and adaptive immune responses of the central nervous system[END_REF]. 

Les cellules microgliales

Les cellules microgliales représentent chez l'homme environ 0.5% à 16% (en fonction des régions) de la population cellulaire non neuronale du cerveau [START_REF] Mittelbronn | Local distribution of microglia in the normal adult human central nervous system differs by up to one order of magnitude[END_REF] et constituent la population de macrophages tissulaires spécifiques du SNC. L'existence de plusieurs sous-populations microgliales est fortement soupçonnée. Leur morphologie varie en fonction de leur état d'activation (figure 17). En situation inflammatoire, les cellules microgliales activées se caractérisent sur le plan morphologique par une ramification et une hypertrophie du corps cellulaire. Quelle qu'en soit la perturbation touchant le SNC, l'une des principales caractéristiques des cellules microgliales est leur rapidité de réponse lors d'infection bactérienne ou virale [START_REF] Olson | Direct activation of innate and antigen-presenting functions of microglia following infection with Theiler's virus[END_REF].

Les cellules microgliales activées se dirigent vers le site de lésion, où elles proliférent et participent à la réparation des tissus, en phagocytant les éléments étrangers mais également les cellules neuronales apoptotiques ou endommagées. Elles éliminent les lymphocytes T apoptotiques, inhibant ainsi l'inflammation [START_REF] Chan | Phagocytosis of apoptotic inflammatory cells by microglia and its therapeutic implications: termination of CNS autoimmune inflammation and modulation by interferon-beta[END_REF] Plusieurs études démontrent des interventions néfastes du complément au niveau du tissu nerveux et en particulier au cours de plusieurs maladies neurodégénératives. En effet, l'activation de la cascade du complément peut engendrer une réaction inflammatoire chronique [START_REF] Ramaglia | The complement system in the peripheral nerve: friend or foe?[END_REF]. Dans la maladie d'Alzheimer, une augmentation de l'expression des ARN messagers du C1q a été notée [START_REF] Loeffler | Plaque complement activation and cognitive loss in Alzheimer's disease[END_REF].

De même, on remarque également une augmentation de l'expression des facteurs du complément lors d'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) [START_REF] Pekny | The role of astrocytes and complement system in neural plasticity[END_REF]). L'activation du complément au cours d'une infection par un virus pourrait avoir à la fois des aspects bénéfiques (de protection) et délétères (dégénératives). Des études ont montré la production du C3 dans les astrocytes et les neurones lors d'une infection virale [START_REF] Rus | Induction of C3 expression in astrocytes is regulated by cytokines and Newcastle disease virus[END_REF][START_REF] Speth | HIV-1 envelope protein gp41 modulates expression of interleukin-10 and chemokine receptors on monocytes, astrocytes and neurones[END_REF]. Chez des patients infectés par le VIH, on observe une augmentation de la synthèse de C3 dans les neurones infectés, ce qui pourrait contribuer à un niveau accru du C3 dans le liquide céphalo-rachidien et contribuer au dysfonctionnement du SNC [START_REF] Jongen | Cerebrospinal fluid C3 and C4 indexes in immunological disorders of the central nervous system[END_REF].

Un emballement du système du complément peut aussi avoir de graves conséquences sur la survie des neurones ou des oligodendrocytes, comme la libération de radicaux libres, la dégradation de myéline ou encore l'induction d'apoptose [START_REF] Speth | Neuroinvasion by pathogens: a key role of the complement system[END_REF]) (figure 20).

Les peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (PAMs) sont des éléments importants de l'immunité innée. Ces peptides ont été mis en évidence chez les procaryotes, les plantes et les protozoaires [START_REF] Boman | Peptide antibiotics and their role in innate immunity[END_REF][START_REF] Zasloff | Antimicrobial peptides of multicellular organisms[END_REF].

A l'heure actuelle plus de 1200 PAMs ont été caractérisés. Beaucoup de ces peptides sont issus de la maturation d'un précurseur inactif et sont classés en fonction de leur structure, de leur composition en acides aminés et de leur taille. Chez les vertébrés, on peut classer les PAMs en deux grandes familles, les défensines et les cathélicidines [START_REF] Zasloff | Antimicrobial peptides of multicellular organisms[END_REF].

Les défensines sont de petits peptides, de masse moléculaire variant de 3,5 à 6 kDa, qui possèdent un large spectre d'activité antimicrobienne (bactéries Gram+ et Gram-, champignons, virus enveloppés). Elles constituent une famille de peptides cationiques antimicrobiens (figure 21), les alpha-, les bêta-et les thêta défensines. Seules les α-et les βdéfensines sont présentes chez l'homme [START_REF] Izadpanah | Antimicrobial peptides[END_REF]. Jusqu'à six α défensines ont été identifiées (HNP-1 à HNP-4, HD-5 et HD-6), et six β-défensines (HBD-1 à HBD-6) chez l'homme.

Les peptides appartenant à ces deux groupes sont riches en arginine et possèdent six résidus cystéines (motif consensus), permettant la formation de trois ponts disulfures. Elles ont été isolées dans plusieurs cellules principalement les neutrophiles, les cellules intestinales de Paneth, les leucocytes et les cellules épithéliales.

Les défensines se lient à la membrane bactérienne et forment des canaux, se qui donne lieu à la mort cellulaire. Elles peuvent également moduler la réponse inflammatoire en présentant un effet chimioattractant vis-à-vis de monocytes et des cellules T [START_REF] Territo | Monocyte-chemotactic activity of defensins from human neutrophils[END_REF][START_REF] Chen | Temporin A and related frog antimicrobial peptides use formyl peptide receptor-like 1 as a receptor to chemoattract phagocytes[END_REF]). Libérées dans le milieu, les défensines favorisent indirectement la phagocytose grâce à des propriétés de chimiotactisme vis-à-vis des monocytes et des lymphocytes.

Les cathélicidines quand à elles, forment un groupe de peptides structurellement diversifiés [START_REF] Lehrer | Cathelicidins: a family of endogenous antimicrobial peptides[END_REF]. Le LL-37 (ou CAP18) est le seul peptide antimicrobien qui a été identifié dans les neutrophiles. [START_REF] Hao | Induction of human beta-defensin-2 expression in human astrocytes by lipopolysaccharide and cytokines[END_REF]. Des gènes codant un homologue du peptide antimicrobien LL-37 chez l'homme ont été identifiés dans le cerveau chez la souris [START_REF] Gallo | Identification of CRAMP, a cathelin-related antimicrobial peptide expressed in the embryonic and adult mouse[END_REF]) et le rat (CRAMP et rCRAMP ) [START_REF] Termen | Phylogeny, processing and expression of the rat cathelicidin rCRAMP: a model for innate antimicrobial peptides[END_REF][START_REF] Brandenburg | Expression and regulation of antimicrobial peptide rCRAMP after bacterial infection in primary rat meningeal cells[END_REF]. Les auteurs mettent en avant que les cathélicidines (r CRAMP) produites par les cellules méningées jouent un rôle important dans la réponse immunitaire innée contre les infections bactériennes du SNC chez le rat. La production de ces deux cytokines necessite par ailleurs une diminution de la production de NO et l'inhibition de TNFα et de l'IL-1 [START_REF] Ledeboer | Interleukin-10, interleukin-4, and transforming growth factorbeta differentially regulate lipopolysaccharide-induced production of pro-inflammatory cytokines and nitric oxide in co-cultures of rat astroglial and microglial cells[END_REF]. Une étude récente a montré que l' IL-33 était produite par les cellules endothéliales et les astrocytes [START_REF] Yasuoka | Production and functions of IL-33 in the central nervous system[END_REF]). L'IL-33 induit de façon dose-dépendante la prolifération des microgliales et favorise la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-1β et TNF) ou anti-inflammatoires (IL-10), la production de NO et l'activité phagocytaire des microgliales.

EMAP II (Endothéliales Monocyte-Activating Polypeptide II) est une cytokine proinflammatoire et chimioattractante des macrophages et des monocytes. Cette cytokine endothéliale a été suggérée comme un marqueur de réactivité des cellules microgliales dans le SNC des mammifères [START_REF] Schluesener | Localization of endothelial-monocyte-activating polypeptide II (EMAP II), a novel proinflammatory cytokine, to lesions of experimental autoimmune encephalomyelitis, neuritis and uveitis: expression by monocytes and activated microglial cells[END_REF][START_REF] Schluesener | Effects of autoantigen and dexamethasone treatment on expression of endothelial-monocyte activating polypeptide II and allograft-inflammatory factor-1 by activated macrophages and microglial cells in lesions of experimental autoimmune encephalomyelitis, neuritis and uveitis[END_REF]. Les microglies activées au niveau des lésions cérébrales, comme produise des niveaux élevés d'EMAPII (Mueller, Schluesener et al. 2003). EMAP II pourrait être un facteur de régulation du chimiotactisme des monocytes et de l'activation des cellules endothéliales.

Les cytokines peuvent également s'avérer toxiques pour les tissus environnants. Il a été démontré qu'à la suite d'une infection par le VIH, les cellules microgliales (infectées ou activées) et les astrocytes, produisaient des cytokines pro-inflammatoires dont le TNF et l'IL1β (Kiebala and Maggirwar 2011) a l'origine d'un cycle inflammatoire, générant des neuropathologies [START_REF] Westendorp | HIV-1 Tat potentiates TNF-induced NF-kappa B activation and cytotoxicity by altering the cellular redox state[END_REF].

Le Monoxyde d'azote (NO)

En quelques années, le NO est devenu un effecteur biologique important, participant à de multiples fonctions physiologiques et mis en cause dans de nombreuses pathologiques. De nombreux travaux ont montré qu'il agissait au niveau du système cardiovasculaire, qu'il était un neurotransmetteur du SNC et périphérique [START_REF] Boulu | Nitric monoxide, a new neurotransmitter in the central nervous system[END_REF]) ou encore un médiateur de l'immunité et de l'inflammation. Un dysfonctionnement lié, soit à un défaut, soit à un excès de sa production, pourrait être à l'origine ou contribuerait à des pathologies aussi variées que l'hypertension artérielle, l'athérosclérose, certaines maladies cérébro-vasculaires et des maladies immunitaires neurodégénératives et inflammatoires [START_REF] Foster | Protein S-nitrosylation in health and disease: a current perspective[END_REF]).

Le NO est généré par l'oxydation de la L-arginine en L-citrulline par une enzyme, la NO synthase (NOS). Trois membres de la famille des enzymes NOS ont été identifiés chez les mammifères: la NOS neuronale (nNOS), la NOS endothéliale (eNOS) et la NOS inductible (iNOS). In vitro il a été démontré qu'en réponse à des cytokines pro-inflammatoires du type In vitro il a été démontré qu'en réponse à des cytokines pro-inflammatoires du type Il-12, IFNγ, TNFα ou en présence de ligands du TLR9 et TLR2 les cellules microgliales et les astrocytes exprimaient fortement l'iNOS [START_REF] Esen | Toll-like receptor 2 (TLR2) mediates astrocyte activation in response to the Gram-positive bacterium Staphylococcus aureus[END_REF][START_REF] Ebert | Dose-dependent activation of microglial cells by Toll-like receptor agonists alone and in combination[END_REF][START_REF] Esen | Central role for MyD88 in the responses of microglia to pathogenassociated molecular patterns[END_REF]. Divers travaux suggèrent que la libération de NO aboutit à la mort neuronale.

Le stress oxydatif est une caractéristique commune dans plusieurs maladies neurodégénératives, comme la maladie d'Alzheimer, de Parkinson, et la maladie de Huntington [START_REF] Guix | The physiology and pathophysiology of nitric oxide in the brain[END_REF][START_REF] Moreira | Oxidative stress and neurodegeneration[END_REF].

II) Immunité propre du SNC des invertébrés

En proposant des systèmes plus simples, les invertébrés représentent une excellente alternative pour étudier la fonction immunitaire. L'immunité du SNC demeure cependant une thématique peu investie chez les invertébrés.

Les effecteurs cellulaires

La présence de cellules microgliales au sein du système nerveux n'est pas seulement une spécificité des vertébrés car plusieurs études montrent la présence de cellules microgliales chez plusieurs invertébrés, comme chez les insectes, les mollusques, les arthropodes et chez certains annélides tels que la sangsue médicinale [START_REF] Howes | A blood-derived attachment factor enhances the in vitro growth of two glial cell types from adult cockroach[END_REF][START_REF] Sonetti | Microglia in invertebrate ganglia[END_REF]von Bernhardi and Muller 1995).

En règle générale, les cellules microgliales d'invertébrés partagent plusieurs caractéristiques avec celles des vertébrés, notamment les changements morpho-fonctionnels et biochimiques.

Elles sont capables de se déplacer et de migrer au niveau du site de lésion de leur SNC. Ces cellules ont été décrites comme phagocytant les débris cellulaires situé au site de lésion (von Bernhardi and Muller 1995).

Une étude portant sur l'excision avec mise en culture des ganglions de trois espèces d'invertébrés (Planorbarius corneus, Mytilus edulis et Leucophaea maderae) met en évidence l'exode de petites cellules et leur accumulation dans la boîte de culture. Les auteurs ont assimilés ces petites cellules aux cellules microgliales de vertébrés [START_REF] Sonetti | Microglia in invertebrate ganglia[END_REF]. Chez

Planorbarius corneus, suite à un événement traumatique du SNC l'activation des microgliales entraine leur prolifération [START_REF] Peruzzi | Microglia proliferation as a response to activation in the freshwater snail Planorbarius corneus: a BrdU incorporation study[END_REF]. Les cellules microgliales recrutées joueraient un rôle important dans l'élimination des débris cellulaires par phagocytose dans la repousse des axones lésés [START_REF] Mladinic | Central nervous system regeneration: from leech to opossum[END_REF]) et aussi via une libération de laminine dans la reconstruction de la matrice extracellulaire (von Bernhardi and Muller 1995). Chez un autre modèle ecdysozoaire, le nématode Caenorhabditis elegans, un gène (Toll-1) a été montré pour être exprimé dans les neurones du pharynx. Toll-1 participe à un comportement défensif, en décourageant le ver à se nourrir des bactéries pathogènes [START_REF] Pujol | A reverse genetic analysis of components of the Toll signaling pathway in Caenorhabditis elegans[END_REF]). Cependant, la maturation de cette molécule, menant à la libération de ce peptide B, n'a pas encore été démontrée au sein des neurones de cet invertébré.

Les récepteurs de reconnaissance des PRP

les effecteurs moléculaires

Les dérivés du monoxyde d'azote

Le monoxyde d'azote (NO) est connu pour son implication dans l'induction de la croissance des neurites chez les vertébrés ainsi que chez les invertébrés.

Les NO synthases ont été détectées dans le SNC et les organes périphériques d'un certain nombre de mollusques [START_REF] Moroz | Nitric oxide synthase activity in the molluscan CNS[END_REF][START_REF] Hurst | Nitric oxide synthase imunolabeling in the molluscan CNS and peripheral tissues[END_REF]) ou chez des insectes [START_REF] Sengupta | Characterization of Drosophila nitric oxide synthase: a biochemical study[END_REF].

La présence de LPS active l'expression de NO synthase inductible (iNOS) à la fois dans certains neurones et dans les cellules microgliales ce qui a pour conséquence l'augmentation de NO au sein du SNC chez Corneus planorbarius. En revanche, l'expression de la NO synthase neurale (iNOS) dans les neurones est constitutive et ne varie pas, même après un traitement au LPS [START_REF] Peruzzi | Microglia proliferation as a response to activation in the freshwater snail Planorbarius corneus: a BrdU incorporation study[END_REF].

Chez la sangsue, elles seraient impliquées dans l'accumulation des cellules gliales au niveau du SNC lésé [START_REF] Leake | Putative nitric oxide synthase (NOS)-containing cells in the central nervous system of the leech, Hirudo medicinalis: NADPH-diaphorase histochemistry[END_REF][START_REF] Moroz | Giant identified NO-releasing neurons and comparative histochemistry of putative nitrergic systems in gastropod molluscs[END_REF][START_REF] Sengupta | Characterization of Drosophila nitric oxide synthase: a biochemical study[END_REF]. Le NO semble également intervenir dans le processus de régénération du SNC, notamment en favorisant le développement des cônes de croissance [START_REF] Haase | Nitric oxide and cyclic nucleotides are regulators of neuronal migration in an insect embryo[END_REF] et des neurites.

Toujours chez Hirudo medicinalis, certaines études ont montré que la libération de NO pourrait activer et attirer les cellules microgliales vers le site de lésion et que la migration de ces cellules serait stoppée par l'importante concentration de NO [START_REF] Duan | Repair and regeneration of functional synaptic connections: cellular and molecular interactions in the leech[END_REF].

Le NO est en effet fortement libéré au niveau du site de lésion lors des cinq premières minutes suivant un dommage de la chaîne nerveuse. Cette production de NO est d'ailleurs corrélée avec une surexpression d'eNOS par les cellules gliales entourant les connectifs lésés ainsi que les cellules microgliales accumulées au site de lésion [START_REF] Shafer | Injury-induced expression of endothelial nitric oxide synthase by glial and microglial cells in the leech central nervous system within minutes after injury[END_REF].

Grâce à l'utilisation d'anticorps spécifiques bloquant l'action de la eNOS, réprimant ainsi l'accumulation des cellules microgliales sans pour autant que leur capacité migratrice soit inhibée [START_REF] Chen | Nitric oxide influences injury-induced microglial migration and accumulation in the leech CNS[END_REF]. Ces résultats suggèrent donc que le NO agirait sur l'accumulation des cellules microgliales au site de lésion par un mécanisme dose dépendante.

En effet, la libération de NO pourrait activer et attirer les cellules microgliales vers le site de lésion. Une fois sur place, la migration des ces cellules serait stoppée par l'importante concentration de NO localisée au site de lésion, entrainant ainsi leur accumulation.

Une infection microbienne contrôlée, favorise le processus de régénération du SNC lésé de la sangsue Hirudo medicinalis, en induisant la synthèse de PAMs dans les neurones et les cellules microgliales

De nombreuses expériences réalisées in vivo et in vitro ont démontré qu'à l'inverse du SNC des mammifères, la SNC lésé de sangsue possédait la faculté de régénérer des synapses, et surtout de restaurer leurs fonctions. Dans cet article nous montrons que la présence d'un nombre contrôlé de bactéries favorise le phénomène de régénération du SNC de la sangsue.

Ces observations suggérèrent que l'initiation de la réponse immunitaire antimicrobienne pouvait être un événement participant à la restauration des fonctions normales du SNC lésé de la sangsue. Dans ce contexte, notre intérêt s'est porté sur les PAMs, molécules dont l'expression aurait pu être induite par la présence de bactéries dans le SNC.

Au vu de ces éléments, et de la présence de PAMs au niveau périphérique de notre modèle, l'objectif de ce travail fut dans un premier temps de caractériser les PAMs produits par le SNC de sangsue, puis d'étudier leur implication dans les mécanismes de défense du SNC mais aussi dans le processus de régénération.

Des expériences de purification par RP-HPLC combinées à des tests antibactériens auxquels j'ai participé, ont permis l'isolement et la caractérisation de deux nouveaux PAMs, que sont la neuromacine et l'Hm-lumbricine. La neuromacine est un PAM riche en cysteines présentant une forte homologie avec la théromacine, décrite initialement chez la sangsue Theromyzon tessulatum (Tasiemski, Vandenbulcke et al. 2004) et plus récemment chez Hirudo medicinalis (Tasiemski A. 2010). L'Hm-lumbricine est une molécule présentant 78% d'identité à la lumbricine 1, isolée initialement chez le lombric Lumbricus rubellus [START_REF] Cho | Lumbricin I, a novel proline-rich antimicrobial peptide from the earthworm: purification, cDNA cloning and molecular characterization[END_REF]. Ainsi, les cellules de sang de sangsue semblent capables de produire et de libérer de la mélanine dans le plasma, phénomène comparable à d'autres invertébrés.

Des

Un processus d'encapsulation est également observé lors de l'introduction de la forme kystique d'un parasite naturel de sangsue (un cestode) dans le sang maintenu en culture stérile. 

Introduction

Most invertebrates such as the abundantly studied arthropods and molluscs present an open circulatory system. In these species, cells of the coelome called coelomocytes migrate into the blood vessel lumen and reciprocally, cells of the vessel lumen called hemocytes migrate into the coelome [START_REF] Hartenstein | Blood cells and blood cell development in the animal kingdom[END_REF]. Hemocytes and coelomocytes that it has been suggested represent a single class of cell [START_REF] Evans | Thicker than blood: conserved mechanisms in Drosophila and vertebrate hematopoiesis[END_REF]. Among invertebrates, annelids are exceptions, as they possess a closed vascular system distinct from the fluid of the coelomic cavities. In ringed worms, the participation of the coelomic fluid in various aspects of the cellular (phagocytosis, encapsulation and cytotoxicity) and humoral (antimicrobial, haemolytic and clotting properties) immunity is abundantly documented [START_REF] Salzet | Innate immunity in lophotrochozoans: the annelids[END_REF][START_REF] Adamowicz | Morphology and ultrastructure of the earthworm Dendrobaena veneta (Lumbricidae) coelomocytes[END_REF][START_REF] Cooper | Earthworm immunity[END_REF][6][START_REF] Salzet | Innate immunity in lophotrochozoans : The Annelids[END_REF]. However, in contrast to coelomocytes, the morphology and immune functions of annelid blood cells has yet to be described.

Among annelids, the medicinal leech Hirudo medicinalis, presents the original characteristic to have a nerve cord enclosed within the ventral blood sinus. Interestingly, one of the most striking features of Hirudo resides on its ability to regenerate and restore normal CNS functions in response to injury. Indeed, if its nerve cord is cut, axons grow across the lesion and conduction of signals through the damaged region is restored within a few days [START_REF] Mladinic | Central nervous system regeneration: from leech to opossum[END_REF][START_REF] Von Bernhardi | Repair of the central nervous system: lessons from lesions in leeches[END_REF]. Our group has recently evidenced that restoration of CNS functions subsequent to CNS transsection was critically dependent on the co-initiation of an antibacterial response [START_REF] Schikorski | Microbial challenge promotes the regenerative process of the injured central nervous system of the medicinal leech by inducing the synthesis of antimicrobial peptides in neurons and microglia[END_REF].

This immune response is based, amongst other factors, on the production of antimicrobial peptides (AMPs), namely Hm-lumbricin and neuromacin. These antibiotic molecules produced by nervous cells (microglia and neurons), in addition to exerting immune properties, appeared to promote neural repair [START_REF] Schikorski | Microbial challenge promotes the regenerative process of the injured central nervous system of the medicinal leech by inducing the synthesis of antimicrobial peptides in neurons and microglia[END_REF].

In mammals, the participation of circulating blood cells in brain immunity is well described even if data remains controversial. For example, neutrophile macrophages or T cells have been suggested to exacerbate axonal injury, demyelination and functional loss of the CNS [START_REF] Howe | Absence of perforin expression confers axonal protection despite demyelination[END_REF][START_REF] Popovich | Concept of autoimmunity following spinal cord injury: possible roles for T lymphocytes in the traumatized central nervous system[END_REF][START_REF] Pineau | Astrocytes initiate inflammation in the injured mouse spinal cord by promoting the entry of neutrophils and inflammatory monocytes in an IL-1 receptor/MyD88-dependent fashion[END_REF][START_REF] Kigerl | Identification of two distinct macrophage subsets with divergent effects causing either neurotoxicity or regeneration in the injured mouse spinal cord[END_REF]; [START_REF] Hafler | Multiple sclerosis[END_REF]. Conversely, macrophages and T cells have been demonstrated to secrete factors that promote neuroprotection and/or neuroregeneration after spinal cord injury [START_REF] Crutcher | Debate: "is increasing neuroinflammation beneficial for neural repair?[END_REF][START_REF] Rapalino | Implantation of stimulated homologous macrophages results in partial recovery of paraplegic rats[END_REF][START_REF] Moalem | Differential T cell response in central and peripheral nerve injury: connection with immune privilege[END_REF]. Because of these contrasted immune effects, it is difficult to distinguish the beneficial effects from the deleterious effects associated with the infiltration of blood cells into the mammalian brain.

In this report, we examine the blood cells of H. medicinalis. We first provide a morphological characterization of these cells before examining their roles in peripheral and neural immunity. The direct contact between the blood and the CNS also led us to consider a possible implication of this body fluid in the regenerative process of the CNS. Our goal is to acquire insights into the complexity of the neuroimmune response of the mammalian brain by using a simple organism such as the medicinal leech. To our knowledge, this is the first report describing the neuroimmune function of the blood in an invertebrate.

Materials and Methods

Animals

Adult H. medicinalis were purchased from Ricarimpex (Bordeaux-France) and maintained in autoclaved 1% Instant Ocean (Aquarium Systems) changed daily, for one week before starting any experimental procedure.

Collection and treatments of leech nerve cords and blood cells

Leeches were anaesthetized by immersion in 10% ethanol-spring water for 20 min at 4°C.

The nerve cords were removed as described previously [START_REF] Schikorski | Microbial challenge promotes the regenerative process of the injured central nervous system of the medicinal leech by inducing the synthesis of antimicrobial peptides in neurons and microglia[END_REF]. Protocols to deplete microglial cells from nerve cords were also reported previously [START_REF] Schikorski | Deciphering the immune function and regulation by a TLR of the cytokine EMAPII in the lesioned central nervous system using a leech model[END_REF]. Blood was collected from the lateral sinus. Collected fluid was centrifuged at 4,000 rpm for 8 minutes at 4°C. Supernatant (plasma) was then separated from the pellet containing the cells.

For treatment purposes, blood was diluted in vitro in L-15 medium containing a mixture of killed bacteria (Gram-positive A. hydrophila and Gram-negative M. nishinomyaensis 3X10 7 CFU / ml) for different times (T=0, T=6h and T=24h) at room temperature. In vivo, bacteria were injected into the blood sinus. Incubations without bacteria were performed in the same conditions as controls. All of the steps were performed under sterile conditions.

Microorganisms/parasites

The Gram positive and Gram negative bacteria, respectively Micrococcus nishinomiyaenis an Aeromonas hydrophila, were isolated from the natural environment of Hirudo medicinalis, as previously described [START_REF] Schikorski | Microbial challenge promotes the regenerative process of the injured central nervous system of the medicinal leech by inducing the synthesis of antimicrobial peptides in neurons and microglia[END_REF]. Leeches are sometimes infected by a parasite, which is localized in the muscular tissue, and this parasite is used for the encapsulation observation as described below.

Morphology of the leech blood cells

Fixation and preparation for electron microscopy

The blood cells were collected, and immediately fixed according to the protocol previously described [START_REF] Lefebvre | Cathepsin L and cystatin B gene expression discriminates immune coelomic cells in the leech Theromyzon tessulatum[END_REF]. Cells were dehydrated with ethanol and embedded in Epon (polymerization at 60°C for 48 hours). Ultrathin sections (80-90 nm) were cut from the Epon blocks, placed on 200-mesh copper grids, counterstained routinely with uranyl acetate and lead citrate.

Specimens were observed on a Hitachi H 600 electron microscope.

Flow cytometric analysis

Cellular samples were analyzed with a flow cytometer (EPICS XL-MCL4, Beckman Coulter).

During analytical experiments, 10 000 threshold events per sample were collected, with side scatter (for cell complexity/granularity), forward scatter (for cell size). The results were analysed using the Expo 32 software (Cytometry systems).

Biological activities

Melanisation assay

Cysticercoids were extracted from leech muscles and were then incubated with blood in a 4well culture dish (NUNC) containing 500 µl of L-15 (L15, Gibco) supplemented with 10 % FBS, 2 mM L-glutamine, 0.6 % glucose and 10 mg/ml gentamicin. The encapsulation phenomenon was observed under photonic microscope (NIKON eclipse TS100). Some samples were fixed for electron microscopy, as described before.

Phagocytic activity

Blood cells were collected as described before and were incubated at room temperature with killed bacteria, Gram-positive: M. nihinomiyaensis or negative: A. hydrophila at 3x10 7 CFU/ml bacteria. After one hour incubation, cells were fixed and treated for ultrastructural analyses.

Lyso-plate assay

The enzymatic activity was measured using the M. luteus lytic (Micrococcuslysodeikticus SIGMA) assay as described by Selsted [START_REF] Selsted | A simple and ultrasensitive enzymatic assay for the quantitative determination of lysozyme in the picogram range[END_REF]. Measures were performed on pools of plasma collected from 3 animals. In this assay, the diameter of the cleared zones is proportional to the concentration of lysozyme. The diameters can be measured directly and compared to the diameters obtained with standard solutions of lysozyme for quantification.

cDNA cloning and Gene expression analysis

RNA from purified cells were extracted (Qiazol, Qiagen) and used for cDNA synthesis with oligo dT (SuperScript II; Invitrogen) to avoid any genomic amplification. One fourth of the RT reaction was amplified by PCR using an oligo(dT) primer and a specific sense oligonucleotide. PCRs were performed as follows: 94°C for 2 minutes before 40 cycles at 94°C for 1 minute, 50°C 1 minutes and 72°C for 1 min using Taq polymerase (Go Taq, Promega) in presence of 1.5 mM MgCl 2 ).

Actin primer F : 5'-AGAGGAACACCCAGTCCTCCTGAC-3'

Hm-lumbricin F primer : 5'-AGATGGAGGAGGAAATTGAAGAACT-3'

Hm-theromacin F primer : 5'-TGTTCGAAGATTGGAGTCGTTGTTCG-3'

Hm-theromyzin F primer : 5'-GACCATCACCACGACCATGGGCACG-3' Oligo(dT) primer : 5'-CGAGTCGACATCGATCGTTTTTTTTTTTTTTTTT-3'

Destabilase : 5'-CCTACTGGATTGACTGTGGA-3'

In situ hybridization (ISH)

Nerve cords were fixed with 4% paraformaldehyde at 4°C overnight. Plasmids containing the coding region of destabilase probes were used as templates for the synthesis of the probes.

Digoxigenin-UTP-labeled antisense and sense riboprobes were generated from linearized cDNA plasmids by in vitro transcription using a RNA-labeling kit (Roche). Digoxigeninlabeled riboprobes (40-100 ng/slide) were hybridized as previously described [START_REF] Tasiemski | Molecular characterization of two novel antibacterial peptides inducible upon bacterial challenge in an annelid, the leech Theromyzon tessulatum[END_REF]. Slides were observed under a Zeiss Axioskop microscope. As a control, antisense riboprobes were replaced by sense riboprobes.

Purification and identification of the peptides

Peptidic extractions were performed from the plasma of blood stimulated or not by bacteria as described above. Extraction and purification followed the protocol described previously [START_REF] Schikorski | Microbial challenge promotes the regenerative process of the injured central nervous system of the medicinal leech by inducing the synthesis of antimicrobial peptides in neurons and microglia[END_REF].

Purification steps were carried out on a Perkin Elmer HPLC system. Fractions corresponding to absorbance peaks were collected in polypropylene tubes, lyophilized, reconstituted in water and tested for antimicrobial activity, as described below.

The purity assessment and the molecular mass determination of the peptides were carried out by matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight (MALDI-TOF) on a DE STR PRO (Applied Biosystems).

Antimicrobial activity

The antibacterial activity was tested by liquid growth inhibition assay, as described in previous studies [START_REF] Tasiemski | The presence of antibacterial and opioid peptides in human plasma during coronary artery bypass surgery[END_REF].

Immunocytochemistry

A rabbit anti-Hm-lumbricin antibody was produced in the laboratory according to the protocol previously described [START_REF] Schikorski | Deciphering the immune function and regulation by a TLR of the cytokine EMAPII in the lesioned central nervous system using a leech model[END_REF]. Theromacin and Theromyzin antisera were described previously [START_REF] Tasiemski | Molecular characterization of two novel antibacterial peptides inducible upon bacterial challenge in an annelid, the leech Theromyzon tessulatum[END_REF]. After collection, blood cells were incubated for 6 h with living bacteria (A. hydrophila or M. nishinomyaensis). Cells were fixed for 45 minutes at 4°C in 4% paraformaldehyde. The SHANDON Cytospin 3 was used to spin blood cells suspension onto poly-lysine slides (8 minutes, 2000 rpm). Membranes were permeabilized and nonspecific background staining was blocked with 3 % normal goat serum (NGS) and 1 % ovalbumin in PBS 0.1% Triton X-100 for 4 hours at room temperature. Cells were incubated overnight at 4°C with rabbit anti-Hm-lumbricin (1/100) or anti-theromacin (1/100) and mouse anti-theromyzin (1/100) in PBS containing 0.1% Triton X-100, 1% NGS and 1% ovalbumin. Cells were then incubated for 4 hours at room temperature with FITC-conjugated anti-rabbit or Texas Red-conjugated antimouse secondary antibodies (1:100; Jackson Immunoresearch Laboratories). Samples were examined using a confocal microscope (Zeiss LSM 510).

Time-lapse movies on axotomized nerve cords

The time lapse movies on axotomized nerve cords (section of the faivre's nerve) are performed as described [START_REF] Schikorski | Microbial challenge promotes the regenerative process of the injured central nervous system of the medicinal leech by inducing the synthesis of antimicrobial peptides in neurons and microglia[END_REF]. Nerve cords depleted of microglia cells were obtained 6 hours after having opened the capsule surrounding the ganglia with fine scissors. The blood effect on the regenerative process was evaluated by adding the blood collected from one animal to one cultured nerve cord. Photographs were taken every 24 hours for 1 week (objective x 5) using a Leica inverted microscope DMIRE2. Images were taken using the Bioposition version 3.0 software developed on the Matrox MIL 7.5 Base Library. Nerve cords were fixed in 4% paraformaldehyde and fluorescent conjugates of phalloidin (50µg/ml, Sigma) were used to label actin filament and follow the reconnection process of the Faivre's nerve. The green fluorescence was examined by confocal microscopy (Zeiss LSM 510).

Results

Morphology of the leech blood cells

Because no data were available on Annelid blood cells, we initiated the morphological characterization of blood cells collected from the lateral sinus of H. medicinalis. The vascular system of this leech is organized around four longitudinal sinuses (Fig. 1A). Close observation of paraffin-embedded sections confirmed the presence of blood cells within the sinuses (Fig. 1C). Upon collection, these cells appear slightly ovoid but rapidly become spheric when maintained in culture (Fig. 1D). This technical artifact caused by the extreme sensitivity of the cells to the preparation occurs frequently in invertebrates [START_REF] Sharlaimova | Cells of coelomic liquid and cells of different tissues of sea star Asterias rubens L. isolated from intact and post-traumatic animals: behaviour and proliferation under cultivation in vitro[END_REF]. Flow cytometry analyses of freshly collected blood confirmed the presence of a unique cell population in various morphology states (Fig. 1B). Ultrastructural features of leech blood cells were then examined by electron microscopy to further characterize their morphology in situ (Fig. 1E) and ex vivo (Fig. 1F). These cells appear small (5µm), with a central nucleus and a low nucleocytoplasmic ratio. The cytoplasm contains small amounts of rough endoplasmic reticulum, few mitochondria, extensive microfilaments and vacuoles (Fig. 1G,H). In addition to their round shape, cells present long and thin pseudopodia suggesting an ability of these circulating cells to migrate. The relative transparency of the cytoplasm and the presence of pseudopodia are characteristics of hyaline cells [START_REF] Evans | Thicker than blood: conserved mechanisms in Drosophila and vertebrate hematopoiesis[END_REF].

Implication of the blood cells in cellular immunity

Cellular immunity includes various mechanisms such as cytotoxicity, phagocytosis and the encapsulation process which leads to the elimination of foreign bodies bigger than bacteria.

Cytotoxic properties of the leech blood cells were evaluated by incubating them with the coelomic cells of another annelid species i.e. Eisenia fetida. No cytotoxicity was observed under these conditions (data not shown). The ability of the leech blood cells to phagocyte bacteria known to be living in the aquatic environment of the medicinal leech was also explored (Fig. 2). As evidenced in figure 2A and2B, leech blood cells are able to engulf alive bacteria by projecting small filopodia around their targets independently of their Gram status (Gram positive: Micrococcus nishinomiyaensis; or Gram negative: Aeromonas hydrophila)

suggesting the absence of specificity of this cellular defense.

To evaluate the cellular immune functions upon parasitic infection, leech cells were incubated with the cystic form of a cestode (Fig. 2C,D). This plathyhelminth that normally accumulates into the muscles of our model is currently being identified by our group. Interestingly, a high parasitic load appears lethal for the annelid, therefore identifying the first natural pathogen of the medicinal leech. Cells incubated with the cysticercoids attach to them and then release their dark granule contents which accumulate at the surface of the parasite (Fig. 2D,E). The production of the black substance is not triggered by the presence of the parasite and also occurs when cells are incubated with sephadex beads (data not showed). By contrast, attachment of the cells seems to follow a more specific process since blood cells attach to the parasite but not to sephadex beads. The parasite neither is surrounded by blood cells nor covered by black substance in the muscle of infested leeches suggesting that the cestode is able to escape the immune surveillance of the leech in some tissues. 

Implication of the blood in the humoral immunity

Humoral immunity in invertebrates includes the production/secretion of active molecules such as AMPs and lysozyme-like by immune cells [START_REF] Callewaert | Lysozymes in the animal kingdom[END_REF]. AMP and lysozyme are important immune effectors widely distributed in many organisms.

The presence of these molecules within the cell-free plasma was investigated by reversed phase HPLC (Fig. 3). Plasmas from blood incubated for 6 hours with or without bacteria, were acidified and subjected to Sep Pak C18 cartridges. The 60 % ACN (acetonitrile) Sep Pak fractions were loaded onto RP HPLC and each fraction was individually tested for its antimicrobial property. Compared to the controls (Fig. 3 T=0 and T=6H), an antimicrobial activity in material eluted between 24 % and 32 % ACN and between 43 % and 48 % ACN was observed in the plasma of blood incubated with Gram positive (Fig. 3 T=6h Gram positive) but not with Gram negative bacteria (Fig. 3 T=6h Gram negative). This material was submitted to mass spectrometry analysis and gave molecular masses of 8447 m/z, 6422 m/z and 9965 m/z. These masses were not detected in the HPLC fractions of the control. These elution percentages range and molecular masses correspond to those of Hm-theromacin, Hmlumbricin and Hm-theromyzin respectively, three leech AMPs already characterized by our group [START_REF] Tasiemski | Leech immunity; "Invertebrate immunity[END_REF]. In all blood treatment, the 27% eluted fraction presented a lysozyme activity suggesting a constitutive release of the molecule into the blood. Mass spectrometry analyses allowed us to identify the peptide as being destabilase (data not shown). Destabilase first isolated from the salivary gland of the leech, is an enzyme presenting both a peptidase and a lysozyme activity [START_REF] Zavalova | Destabilase from the medicinal leech is a representative of a novel family of lysozymes[END_REF][START_REF] Fradkov | Enzyme from the medicinal leech (Hirudo medicinalis) that specifically splits endoepsilon(-gamma-Glu)-Lys isopeptide bonds: cDNA cloning and protein primary structure[END_REF].

In order to determine the origin of the plasmastic AMPs and destabilase, messengers were amplified by RT PCR using RNAs of leech blood cells incubated in presence or not of bacteria for 6 hours (Fig. 4A). Whereas no AMP transcripts were detected under basal conditions (T=0h), microbial challenge of the cells led to a gene induction of the leech AMPs.

Stress generated by the cell culture itself appears as a slight inductor of the expression of these three genes (T=6h). So, the synthesis of AMPs by blood cells critically depends upon the presence of bacteria. To verify whether the peptides are immediately released after their synthesis, as suggested by the peptidomic analysis of the plasmatic extracts, Hm-theromacin, Hm-theromyzin and Hm-lumbricin immune reactivity distributions in unchallenged versus challenged blood cells were compared by immunofluorescence (Fig. 5). Unexpectedly, although no AMP transcripts were detected under basal conditions (T=0), the three peptides were immunodetected in the blood cells, suggesting a storage of these active compounds after synthesis. Interestingly, post bacterial challenge, the immune staining is not observed in the After prepurification by solid-phase extraction, the material eluted with 60% ACN was loaded onto C18 column (250× 4 mm; Vydac). Elution was performed with a linear gradient of ACN in acidified water and absorbance was monitored at 225 nm. Each individually collected peak was test for its antimicrobial and lysozyme activities.

The anti bacterial and the lysozyme fractions are identified by a black and a white rectangle respectively. Hmlumbricin (LUM) (arrow), Hm-theromacin (TMC) and Hm-theromyzin (TMZ) (arrow) and destabilase (DEST) were identified by MALDI TOF-MS. cells anymore, but rather accumulates at the periphery (LUM/TMZ) or inside the bacteria (TMC) (Fig. 5 A3, B3, C3), corroborating (i) the antimicrobial property of these AMPs and

(ii) their secretion upon microbial challenge.

RT PCR results excluded blood cells as potential production sites for destabilase (Ds) (Fig. 4A). However, destabilase transcripts were detected by RT PCR and by in situ hybridization in the endothelial cells delimiting the ventral sinus (Fig. 4 B,C). Bacteria were directly injected into the vascular blood system of the leech to determine whether the secretion of Ds by the endothelial cells could be regulated by the presence of microorganisms (Fig. 6). Under this in vivo condition, the level of lysozyme activity remains constant, even upon immune stimulation confirming the constitutive presence of lysozyme-like substances into the leech blood, as suggested by the RP HPLC data. 

Function of the leech blood in neural repair

The plasmatic release of AMPs previously described as exerting neurotrophic activities [START_REF] Schikorski | Microbial challenge promotes the regenerative process of the injured central nervous system of the medicinal leech by inducing the synthesis of antimicrobial peptides in neurons and microglia[END_REF] and the direct contact between the blood and the CNS led us to address the question of a potential effect of the blood on neural repair. FITC-conjugated phalloidin was used to visualize the nervous reconnection at neurofilament level. The success of the regeneration is well observable for the Faivre's nerve (FN), the median connective which contains 97 axons.

Since the leech CNS lies within a blood vessel, it can easily be removed from the source of blood cells. Under these conditions, restoration of the connective nerve across the cut began 4 days after axotomy and was complete 4 days later (Fig. 7A). These data are is in line with the observations reported by Muller et al who showed that the normal functions of axotomized leech neurons were restored after 8 days [START_REF] Muller | The morphological and physiological properties of a regenerating synapse in the C.N.S. of the leech[END_REF].

The same experiment was performed in presence of blood in the cell culture medium of axotomized nerve cords. The presence of blood accelerated the regeneration which was then complete 24 hours after axotomy (Fig. 7B). When adding either blood cells or cell-free plasma, the regenerative effect was also observed, although it was slower than in presence of complete blood (Fig. 7C,D). These observations suggested that cells and plasma are equally important for optimal neurotrophic effects of blood on the regenerative process.

The ability of the blood cells to directly interact with the leech CNS was then investigated by electron microscopy (Fig. 8). As demonstrated in figure 8B, under normal conditions (without any axotomy), no blood cells adhere to the fibrous capsule delimiting the nerve cord. By contrast sectioning one side of the paired connective nerve linking adjacent ganglia led to the recruitment and an accumulation of blood cells at proximity of the lesion site (Fig. 8C,D). At the lesion site, cells adopt the morphology of migrating cells within 12 hours post-axotomy and clearly infiltrate the CNS the following days (Fig. 8E, F, I, J). Interestingly, a fibrous substance reminding collagen is observed all over the infiltrated cells (Fig. 8G). Collagen represents, not only a structural component, but also plays a major role in the modulation of several cell functions, including adhesion [START_REF] Hurskainen | Recombinant human collagen XV regulates cell adhesion and migration[END_REF].

In order to determine whether AMPs are responsible for the neural repair, neurotrophic assays were performed with blood cells or with plasma issued from blood incubated with bacteria (Fig. 9). Microbial challenge leads to the secretion of the three AMPs into the extracellular medium, as evidenced by RP HPLC and by confocal microscopy (Fig 3,[START_REF] Cooper | Earthworm immunity[END_REF]. Under these immune challenges, cells become impoverished in Hm-theromacin, Hm-theromyzin and Hm lumbricin peptides as the plasma gets enriched. As demonstrated in figure 9, only the plasma from challenged blood has a positive effect on the regenerative process of the leech injured CNS, whereas plasma from untreated cells does not have any effect. Thus, it seems that components secreted from blood cells challenged with bacteria exert a positive impact on the regenerative process of the injured CNS of the leech.

Although blood cells are still in a good shape after a one-week culture, microglial cells die rapidly (in less than 24hours). Microglial cells are resident macrophages in mammals [START_REF] Parry | Pulmonary artery band migration producing endobronchial obstruction[END_REF][START_REF] Hanisch | Microglia: active sensor and versatile effector cells in the normal and pathologic brain[END_REF], arthropods [START_REF] Smith | Mechanisms of glial regeneration in an insect central nervous system[END_REF] and leeches [START_REF] Von Bernhardi | Repair of the central nervous system: lessons from lesions in leeches[END_REF] which respond rapidly to brain injury by moving to the lesion and accumulating there. Whether they subsequently divide, as in mammals and arthropods, or not, as in leeches, recruited microglia phagocytose cellular debris [START_REF] Neumann | Debris clearance by microglia: an essential link between degeneration and regeneration[END_REF]. We wondered if the presence of microglia was primordial to promote the regenerative process of the injured nerve cord, or if the blood by itself could be sufficient. To answer this question, nerve cords were depleted in microglial cells according to the procedure established previously [START_REF] Schikorski | Microbial challenge promotes the regenerative process of the injured central nervous system of the medicinal leech by inducing the synthesis of antimicrobial peptides in neurons and microglia[END_REF], and blood was added to the culture medium. Absence of microglial cells led to the generation of a scar which inhibits the mechanism of repair (Fig. 10B). The presence of blood did not prevent the formation of this scar (Fig. 10C) suggesting that an optimal regeneration require microglial cells for initiation and blood cells to facilitate and accelerate the process. 

Discussion

Annelids are the only protostomian to possess a closed vascular system in which the blood separated from the coelomic liquid circulates. Coelomic cells have already been described in various segmented worms including leeches [START_REF] Lefebvre | Cathepsin L and cystatin B gene expression discriminates immune coelomic cells in the leech Theromyzon tessulatum[END_REF][START_REF] Adamowicz | Morphology and ultrastructure of the earthworm Dendrobaena veneta (Lumbricidae) coelomocytes[END_REF][START_REF] Beri | Separation of two different populations of granulocytes of Nereis diversicolor (Annelida) by selective agglutination with lectins[END_REF][START_REF]Preliminary ultrastructural description of coelomocytes of the luminescent oligochaete, Pontodrilusbermudensis (Annelida)[END_REF]. As for arthropods and molluscs, four major cell types, prohemocytes, hyaline hemocytes, granular hemocytes and eleocytes, were structurally characterized in the coelomic liquid of annelids [START_REF]Preliminary ultrastructural description of coelomocytes of the luminescent oligochaete, Pontodrilusbermudensis (Annelida)[END_REF]. The clear differentiation in the structure of annelid coelomocytes is associated with their function, except for prohemocytes which constitute immature cells. Hyaline hemocytes participates in melanization/encapsulation processes. Granular coelomocytes exert phagocytosis activities although eleocytes constitute the functional equivalent of the fat body of the insect. This work was aimed at characterizing both morphologically and functionally, circulating blood cells of Annelids. Unlike coelomic cavities of Annelids, our data evidenced the presence of a unique type of blood cell in the vascular system of the medicinal leech. These cells appear to share morphological characteristics with hyaline, also called plasmatocytes, which represent the most prevalent type of differentiated circulating cells in invertebrates.

Hyaline cells have been compared to cells of the macrophage lineage of vertebrates [START_REF] Hartenstein | Blood cells and blood cell development in the animal kingdom[END_REF].

Because of lack of conservation between mammalian macrophage markers, such as CD14 and CD61, and leeche orthologs, well-described macrophage markers could not be detected in these cells. However, our data described a clear involvement of these cells in both cellular and humoral immune response involved in antibacterial and antiparasitic defense mechanisms.

These roles appear comparable to the responses established by immune cells of vertebrates.

The response of leech blood cells is similar when challenged with either Gram positive or negative bacteria, suggesting the absence of specificity in the phagocytic process. By this function, leech blood cells contribute to the sterilization of the blood by eliminating bacteria.

The proteolytic cascade of melanisation is a common response to parasite entry in invertebrates [START_REF] Cerenius | Proteolytic cascades and their involvement in invertebrate immunity[END_REF]39], vertebrates [START_REF] Amara | Interaction between the coagulation and complement system[END_REF] and plants [START_REF] Van Der Hoorn | The plant proteolytic machinery and its role in defence[END_REF]. Melanin formation is the result of a phenolic oxidation. In most invertebrates, a redox enzyme, commonly called phenoloxydase (PO), catalyses the reaction. This enzyme is often synthesized by circulating cells and is secreted upon immunostimulation [START_REF] Cerenius | Proteolytic cascades and their involvement in invertebrate immunity[END_REF]. In vertebrates, the enzyme carrying the activity, tyrosinase, is membrane-bound and is localized in a specialized organelle, the melanosome. In the present work, we have observed the release of a melanin like substance by the blood cells incubated with a foreign body (natural parasite or sephadex bead). Further investigations should be done in order to determine whether leech blood cells are able to produce and release PO into the plasma, as commonly done in invertebrates including other annelids [START_REF] Prochazkova | Evidence for proteins involved in prophenoloxidase cascade Eisenia fetida earthworms[END_REF]. An attachment of the blood cells together with an accumulation of the black substance produced by the cells at the surface of the parasite was also observed when introducing the cystic form of the parasite into the blood. Interestingly, this phenomenon does not occur for the parasites accumulated into the muscles of infested leeches, suggesting that the mobile stage of the cestode is able to escape the immune surveillance of our model. In addition to their immune properties, melanins produced by nervous cells (neuromelanins) have also been evidenced to scavenge reactive oxygen species, to bind and sequester toxic metals in stable complexes that prevent neuronal toxicity in vertebrates [START_REF] Hearing | The expanding role and presence of neuromelanins in the human brain -why gray matter is gray[END_REF]. In human neurodegenerative conditions, such as Parkinson disease, the rate of loss of neuromelanin appeared to be enhanced by a loss of neurons containing this pigment and by a reduced content of melanotic components in surviving neurons [START_REF] Hearing | The expanding role and presence of neuromelanins in the human brain -why gray matter is gray[END_REF]. We hypothesize that the formation of melanin like substances by the blood cells provides double advantages to the medicinal leech (i) by participating in the exclusion of pathogens and (ii) by playing a neuroprotective role. Moreover, this last function could explain the accumulation of melanin that we have observed inside the neurons of the leech (data not shown). The production of melanin by nervous cells has also been reported in the earthworm Lumbricus terrestris and is reminiscent of what is observed in the neurons of the human gray matter [START_REF] Fyffe | Effect of high-level oxygen exposure on the peroxidase activity and the neuromelanin-like pigment content of the nerve net in the earthworm, Lumbricus terrestris[END_REF].

Leech blood cells also participate in the elimination of bacteria by producing and releasing three AMPs, Hm-theromacin, Hm-theromyzin and Hm-lumbricin. These antibiotic molecules have already been described in the leech [START_REF] Tasiemski | Molecular characterization of two novel antibacterial peptides inducible upon bacterial challenge in an annelid, the leech Theromyzon tessulatum[END_REF]. By contrast with Hm-theromacin and Hmtheromyzin, Hm-lumbricin is also produced by leech neurons. As for neuromacin, a close relative of Hm-theromacin synthesized by neurons, Hm-lumbricin presents neurotrophic properties. The synthesis of AMPs by circulating cells is a widespread mechanism found in both invertebrates and vertebrates meant to deal with septic conditions. Unlike the phagocytic activity, the gene induction, as well as the secretion, appears to be specific to the pathogens, suggesting that blood cells are able to discriminate microbial components as neural cells, of the leech CNS do [START_REF] Schikorski | Microbial challenge promotes the regenerative process of the injured central nervous system of the medicinal leech by inducing the synthesis of antimicrobial peptides in neurons and microglia[END_REF]. The data presented here also suggest that an antimicrobial protein named destabilase, also contributes to "the sterilisation" of the blood. However, destabilase is not expressed by the blood cells but rather by the endothelial cells delimiting the sinus. The constitutive gene expression is correlated with a constant lysozyme activity in the leech plasma. With this systemic action, destabilase may provide a permanent protection which may be reinforced by a pathogen-specific production of AMPs by the blood cells during a bacterial challenge.

Interestingly, leech destabilase and Hm-lumbricin have also been shown to exhibit neurotrophic properties [START_REF] Chalisova | The neurite-stimulating activity of components of the salivary gland secretion of the medicinal leech in cultures of sensory neurons[END_REF]. The close contact between the blood and the nerve cord together with the presence of such plasmatic active molecules, led us to consider the participation of the body fluid on neural repair of the leech injured CNS. It appeared that the regenerative process of the axotomized CNS is favoured by the presence of blood through a synergistic mode of action implicating both plasma and cells. The positive impact of the plasma could be explained by the presence of destabilase. Interestingly, plasma enriched in AMPs appeared more efficient than the basal one, without being as efficient as the blood itself. The concomitant importance of the cells and their AMP production in leech neural repair is illustrated by their ability to rapidly migrate and infiltrate the lesion site and by the loss of their regenerative capacity after immune activation when they have been discharged in AMPs.

In this context, we wondered whether blood cells could favour nerve cord repair in absence of microglia. In leech as in mammals, microglial cells, considered as the resident phagocytic cells of the CNS have been demonstrated to respond rapidly for neural protection or healing after CNS injury [START_REF] Olson | Direct activation of innate and antigen-presenting functions of microglia following infection with Theiler's virus[END_REF][START_REF] Chan | Phagocytosis of apoptotic inflammatory cells by microglia and its therapeutic implications: termination of CNS autoimmune inflammation and modulation by interferon-beta[END_REF][START_REF] Mariani | Microglia in infectious diseases of the central nervous system[END_REF]. Despite their capacity described by Muller et al to phagocyte cellular debris, we have not observed any ability of the leech microglial cells to phagocyte alive or dead Gram positive or negative bacteria (data not shown) [START_REF] Von Bernhardi | Repair of the central nervous system: lessons from lesions in leeches[END_REF]. This observation, together with their inability to proliferate, makes them different from their vertebrate counterparts. Our data demonstrated that leech nerve cords depleted in microglial cells do not recover from injury. The formation of an obstructive scar clearly visible in our preparations appears as an explanation of the failure of regeneration. Addition of blood cells does not reverse the phenomenon. This suggests that microglial cells, and/or the method used to take them off from the nerve cord (mechanical disruption of the capsule, a fibrous membrane surrounding the leech nerve cord) are involved in inhibiting the scar formation. Further investigations will be performed in order to understand this process. By contrast, the formation of a scar is frequently observed in mammals and remains one of the most studied but poorly understood barriers to regeneration of CNS axons [START_REF] Fitch | CNS injury, glial scars, and inflammation: Inhibitory extracellular matrices and regeneration failure[END_REF].

Altogether, the data presented here constitute the first morphofunctional characterization of blood cells in an annelid and the first evidence of neuroimmune function of blood cells in invertebrates. Understanding the basic functions of the peripheral circulating cells and their interactions with injured neurons in the leech CNS would allow us better understand mechanisms and actors that can promote regeneration after brain injury in mammals.

Les auteurs mettent en avant la présence de résidus aromatiques multiples (de type Phe ou Trp) et de prolines, pouvant être un élément important expliquant leur large spectre d'activité.

L'ensemble de ces éléments reste donc à vérifier chez l'Hm-lumbricine par l'intermédiaire d'une analyse peptidique plus détaillée et de peptide de synthèse.

La neuromacine présente quant à elle 67% d'identité avec la théromacine, un peptide antibactérien caractérisé à partir du liquide coelomique de la sangsue Theromyzon tessulatum (Tasiemski, Vandenbulcke et al. 2004). Comme la théromacine, la neuromacine est un peptide riche en cystéines, possédant une activité bactéricide contre les bactéries à Gram positif. Une analyse par MALDI-TOF de la théromacine avait pu mettre en évidence que les 10 résidus cystéines participaient à la formation de 5 ponts disulfures (Tasiemski, Vandenbulcke et al. 2004). Une analyse identique a été effectuée sur la neuromacine, révélant la présence de 3 ponts disulfures, impliquant 6 des 8 résidus cystéines. La détermination de la structure 3D par résonance magnétique nucléaire de l'Hm-théromacine et de la neuromacine est actuellement réalisée par l'équipe du professeur Grötzinger (Christian Albrechts universität, Kiel, Allemagne). L'hydramacine-1 est un PAM isolé d'un petit animal primitif d'eau douce, Hydra hydroid. La structure primaire de hydramacine-1, en particulier la localisation des résidus cystéines dans la structure primaire, ressemble à la neuromacine [START_REF] Jung | Hydramacin-1, structure and antibacterial activity of a protein from the basal metazoan Hydra[END_REF]). L'hydramacine-1, presente des homologies de structure avec des protéines du venin de scorpion. Au sein de ce grand groupe, les auteurs proposent que l'hydramacine et les deux protéines de sangsue soit membres d'une famille nouvellement désignée « Macines ».

Ces toxines agissent en inhibant les canaux sodiques et en bloquant la transmission neuronale.

Une telle superfamille de protéines conserve une structure commune. On peut donc se demander si cette parenté structurale est le résultat de l'évolution d'une protéine ancestrale ou si, sous une pression adaptative, elle résulte d'une convergence vers une structure stable.

La découverte de nouveaux membres des Macines dans cette superfamille peut, peut-être aider à une meilleure compréhension des mécanismes évolutifs responsables de cette diversité. Une approche génétique peut être entreprise pour mieux comprendre les mécanismes évolutifs.

Activités biologiques de l'Hm-lumbricine et de la neuromacine

Les quantités faibles d'Hm-lumbricine native n'ont pas permis une complète caractérisation de son activité antibactérienne. Cependant, un alignement de l'Hm-lumbricine et de la lumbricine-I met en évidence une importante identité au niveau des extrémités N-terminales de ces molécules. Il a été démontré que la lumbricine-I portait principalement son activité au niveau de la région N-terminale [START_REF] Cho | Lumbricin I, a novel proline-rich antimicrobial peptide from the earthworm: purification, cDNA cloning and molecular characterization[END_REF] 

Activité neurotrophique

En plus de leurs activités antibactériennes, la neuromacine et l'Hm-lumbricine semblent exercer des effets neurotrophiques sur le SNC lésé. De nombreuses études, principalement menées chez les vertébrés, ont montré que certains PAMs présentaient des activités biologiques annexes à leurs activités antibactériennes.

Ainsi la défensine NP-1 favorise la croissance et la restauration des nerfs périphériques lésés de rat [START_REF] Nozdrachev | The role of defensin NP-1 in restoring the functions of an injured nerve trunk[END_REF]. Le mécanisme par lequel la défensine NP-1 pourrait favoriser la croissance de la fibre nerveuse n'a pour l'instant pas été décrit.

Certes différents récepteurs aux PAMs (CCR6, FPRL1, P2X7) ont été mis en évidence, mais l'activation d'aucun d'entre eux n'a été décrite comme entrainant une croissance neuritique. Une étude plus approfondie de cette sous-population de microgliales pourrait permettre de caractériser les produits sécrétés au site de lésion par ces cellules et d'en préciser leurs cibles cellulaires.

Une analyse de cette sous-population de microgliales pourrait permettre une meilleure compréhension de la repousse axonale chez la sangsue, et ouvrir ainsi de nouvelles perspectives chez les mammifères.

A ce jour, des similitudes comportementales et fonctionnelles existent entre les cellules microgliales de sangsue et de vertébrés, comme par exemple la capacité de phagocyter les débris cellulaires et la production de la matrice extracellulaire. Cette étude révèle une autre similitude, la capacité à produire des PAMs et une cytokine pro-inflammatoire, EMAP II. Une étude controversée suggère que p43-EMAP II est clivé au niveau d'un résidu aspartate par la caspase 7 [START_REF] Behrensdorf | The endothelial monocyte-activating polypeptide II (EMAP II) is a substrate for caspase-7[END_REF]. D'autres données laissent penser qu'EMAP II ne serait pas un sous-produit de l'apoptose et que le clivage p43-EMAP est probablement du à l'activation d'une cystéine protéase [START_REF] Zhang | Pro-EMAP II is not primarily cleaved by caspase-3 and -7[END_REF][START_REF] Liu | Identification of protease-sensitive sites in Human Endothelial-Monocyte Activating Polypeptide II protein[END_REF]. Chez la sangsue médicinale, le clivage d'Hm-p43 ne semble également pas exiger des conditions apoptotiques, et semblerait être due à une cystéine protéase. Fait intéressant, l'analyse des banques EST du SNC de sangsue a révélé la présence d'une peptidase cathepsine-L hautement conservée. De futures analyses devront être menées afin de déterminer l'implication de cette enzyme dans la libération d'Hm-EMAP II.

La cytokine pro-inflammatoire

Fonction biologique d'Hm-EMAP II

Chez les mammifères, EMAP II est périphérique associée à beaucoup de processus pathologiques du système nerveux [START_REF] Van Horssen | EMAP-II facilitates TNF-R1 apoptotic signalling in endothelial cells and induces TRADD mobilization[END_REF]). Des études de la réponse cellulaire inflammatoire suite à des lésions de la moelle épinière chez le rat, ont mis en évidence l'expression d'EMAP II dans les microgliales, accumulées au niveau du site de lésion (Mueller, Schluesener et al. 2003). De même, une étude récente sur l'expression d'EMAP II après une ischémie cérébrale montre une accumulation significative de cette cytokine dans la zone de lésion [START_REF] Liao | Lesional expression of EMAPII in macrophages/microglia following cerebral ischemia in rats[END_REF]. (Mueller, Schluesener et al. 2003;[START_REF] Liao | Lesional expression of EMAPII in macrophages/microglia following cerebral ischemia in rats[END_REF].

Le recrutement des cellules microgliales au site de lésion n'est pas uniquement du à la production d'Hm-EMAP II. Des études réalisées au laboratoire ont mis en évidence que le NO, l'Il16 ou le C1q participent également à la migration des cellules microgliales au sein du SNC de sangsue [START_REF] Chen | Nitric oxide influences injury-induced microglial migration and accumulation in the leech CNS[END_REF][START_REF] Duan | ATP and NO dually control migration of microglia to nerve lesions[END_REF][START_REF] Tahtouh | Evidence for a novel chemotactic C1q domain-containing factor in the leech nerve cord[END_REF]).

Rôle d'Hm-EMAP II dans le processus de régénération

Nos analyses ont mis en évidence qu'Hm-EMAP II est produit au site de lésion, c'est-à-dire au niveau même où les cellules microgliales s'accumulent. Par conséquent, la localisation de la production d'Hm-p43/EMAP II à l'endroit même où les cellules microgliales sont recrutées, suggère que cette cytokine pourrait exercer des propriétés chimioattractantes vis-àvis des microgliales in vivo.

Les cellules microgliales ont certes été décrites pour phagocyter les débris cellulaires au site de lésion, mais elles produisent également de la laminine et des molécules de la matrice extracellulaire, connues pour favoriser la croissance neuritique (von Bernhardi and Muller 1995). Comme nous l'avons démontré, les microgliales produisent aussi des PAMs, possédant des activités neurotrophiques [START_REF] Schikorski | Microbial challenge promotes the regenerative process of the injured central nervous system of the medicinal leech by inducing the synthesis of antimicrobial peptides in neurons and microglia[END_REF] Une étude a mis en évidence l'expression et la distribution du TLR 13 dans le cerveau de souris dans des conditions physiologiques normales et pendant une infection NCC (la neurocysticercose) [START_REF] Mishra | Expression and distribution of Toll-like receptors 11-13 in the brain during murine neurocysticercosis[END_REF]). Le TLR13 s'exprime à des niveaux élevés dans presque tous les types de cellules du SNC que se soit dans le cerveau infecté et infecté ou non par des parasites. Le TLR 13 ne semble pas jouer un rôle majeur dans la réponse inflammatoire. La question serait de déterminer si les TLRs peuvent jouent un rôle autre qu'une participation dans l'inflammation, fonction qui pourrait être importante dans les maladies du SNC. En effet, l'activation du TLR3 dans les astrocytes est corrélée avec la production de facteurs neuroprotecteurs, angiogéniques et chimioattractants parmi lesquels EMAPII [START_REF] Bsibsi | Broad expression of Toll-like receptors in the human central nervous system[END_REF]. De manière intéressante, HmTLR1 de sangsue apparaît comme une chimère combinant le domaine intra-endosomale du TLR3 des mammifères et la section cytoplasmique de TLR13. Par ailleurs, comme le TLR3, le HmTLR1 contrôle l'expression d'EMAPII.

HmTLR1 semble donc exercer des fonctions comparables à celles décrites pour le TLR3 dans le cerveau des mammifères. L'ensemble de ces éléments montre l'intérêt de l'utilisation du modèle sangsue pour comprendre les mécanismes neuroimmunitaires du SNC.

Le sang de la sangsue Hirudo medicinalis

Les Annélides sont les seuls protostomiens à posséder un système vasculaire clos, dans lequel circule le sang, bien distinct du liquide coelomique. Parmi les Annélides, la sangsue Hirudo medicinalis, présente la caractéristique originale d'avoir son système nerveux enfermé dans un sinus sanguin ventral.

Ce contact direct entre le sang et le SNC suggère une possible implication de ce fluide corporel dans le processus de régénération et/ou de protection du SNC de la sangsue. Les données ci-présentées montrent la participation du sang à la fois dans les réponses immunitaires cellulaires et humorales mais aussi dans la réparation du SNC lésé de sangsue.

Caractérisation des cellules sanguines

Les différentes étapes de la mélanisation génèrent un certain nombre de composés actifs (quinones, radicaux libres, anions superoxydes, peroxyde d'hydrogène…) hautement toxiques. Afin de limiter leurs effets délétères, il est impératif de contenir l'activité des phénoloxydases au site de blessure ou d'infection. Chez les vertébrés, les espèces réactives de l'oxygène mais aussi les métaux toxiques, peuvent être séquestrés par la neuromélanine, une mélanine produite par les cellules nerveuses (Hearind, 2009). Lors de maladie neurodégénérative, comme la maladie de Parkinson, on observe une perte du nombre de neurones contenant ce pigment. Chez notre modèle, le système circulatoire est en contact étroit avec le SNC. Nous pouvons donc penser que chez Hirudo medicinalis la formation de mélanine par les cellules sanguines, en plus de participer à l'exclusion d'agents pathogènes, exercerait également une fonction neuro-protectrice.

Nous avons précédemment vu que le SNC de sangsue était capable de mettre en place une réponse immunitaire qui lui est propre et qui se traduit par la production de PAMs et d'EMAPII par les cellules microgliales et les neurones. La synthèse de PAMs par les cellules circulantes est un mécanisme général retrouvé chez les invertébrés et les vertébrés. Nous avons recherché la présence de telles molécules antibiotiques dans le plasma de notre modèle d'étude. L'analyse par RP-HPLC couplée aux tests antibactériens a révélé une dizaine de fractions actives dans le plasma issu de sang incubé avec des bactéries. Sur l'ensemble de ces fractions actives, des PAMs déjà décrits chez la sangsue médicinale, tels que l'Hmlumbricine, l'Hm-theromacine et l'Hm-theromyzine, ont été identifiés par spectrométrie de masse. D'autres fractions actives n'ont pas pu encore être identifiées à ce jour et restent à caractériser.

La détection des PAMs dans le plasma suppose une sécrétion de ces peptides par les cellules du sang. Afin de vérifier cette hypothèse, des analyses par immunohistochimie couplées à de la PCR semi-quantitative nous ont permis de démontrer que dans un contexte infectieux (i) les cellules sanguines étaient capables de sécréter des PAMs dans le plasma et (ii) l'expression des gènes codant les trois PAMs était modulée. La sécrétion tout comme l'induction transcriptomique sont apparues spécifiques des agents microbiens supposant une capacité des cellules du sang à discriminer les microorganismes [START_REF] Schikorski | Microbial challenge promotes the regenerative process of the injured central nervous system of the medicinal leech by inducing the synthesis of antimicrobial peptides in neurons and microglia[END_REF].

Dans cette étude, une protéine antibactérienne nommée destabilase a également était mise en évidence comme participant au mécanisme de défense antibactérien du sang. Les déstabilases (Ds1, Ds2 et Ds3) ont été initialement purifiées à partir des glandes salivaires d'Hirudo medicinalis pour leur activité enzymatique endo-ɛ-(γ-glu)-lys isopeptidase. En plus de cette activité enzymatique, ces molécules possèdent une activité lysozyme. L'analyse par MALDI TOF couplées à des tests lyso-plate a révélé la présence de la destabilases (Ds1) dans le plasma. A la différence des PAMs, l'expression du gène codant la destabilase n'a pas été détectée dans les cellules sanguines mais plutôt dans les cellules endothéliales délimitant le sinus sanguin. L'expression et la sécrétion de cette protéine s'avèrent constitutives assurant une activité lysozyme basale dans le sang. Par cette action systémique, la destabilase participerait à une protection permanente qui dans certains cas pourrait être renforcée par une production spécifique de PAMs.

Implication du sang dans le processus de régénération du SNC lésé

Des propriétés neurotrophiques ont été démontrées pour la destabilase [START_REF] Chalisova | The neurite-stimulating activity of components of the salivary gland secretion of the medicinal leech in cultures of sensory neurons[END_REF], l'Hm-lumbricine et la Hm-théromacine (Schikorski et al. 2008 ; données non publiées). La présence de ces molécules aux propriétés neurotrophiques ont été démontrées pour la destabilase s actives dans le plasma et le contact étroit entre le sang et la chaîne nerveuse, nous ont conduits à envisager la participation de ce fluide corporel dans la réparation du SNC lésé. Il est apparu in vitro que le processus de régénération du SNC lésé était favorisé par la présence de sang. Des tests de régénération avec les cellules et/ou le plasma ont été effectués pour déterminer quels constituants du sang exerçaient cet effet neurotrophique. Au vue des observations effectuées, la régénération est optimale en présence des deux éléments qui semblent agir de façon synergique. Une étude similaire a alors été effectuée en utilisant cette fois du plasma ou des cellules issus de sang préalablement incubé ou non avec des bactéries. Dans ce contexte expérimental, le plasma provenant de sang stimulé s'avère plus efficace que les cellules seules, sans toutefois être aussi efficace que le sang complet. L'impact positif du plasma peut s'expliquer par la présence de la destabilase mais aussi par la présence de PAMs à activité neurotrophique dont la sécrétion a été activée en incubant le sang avec des bactéries.

Nous avons ensuite voulu déterminer si les cellules sanguines participaient de façon active au processus de régénération du SNC lésé. Par une approche en microscopie électronique à transmission, nous avons montré que les cellules sanguines adhéraient préférentiellement au site de blessure du SNC et qu'elles s'infiltraient dans le connectif en réparation. Afin d'éclaircir encore d'avantage le rôle des cellules sanguines au sein du SNC, nous nous sommes penchés sur ses éventuelles interactions avec la microglie. en incubant le sang avec des bactéries.

Chez les mammifères, les cellules microgliales sont considérées comme les cellules phagocytaires du SNC [START_REF] Olson | Direct activation of innate and antigen-presenting functions of microglia following infection with Theiler's virus[END_REF]Mariani and Kielian 2009). Chez la sangsue, leur capacité à migrer au site de lésion, à phagocyter les débris cellulaires (Muller and Carbonetto 1979) 

RESUME

A la différence des mammifères le système nerveux central (SNC) de la sangsue médicinale, possède la faculté de régénérer ses neurites et ses connexions synaptiques suite à une lésion. Notre équipe a démontré que ce processus de régénération était favorisé par une infection bactérienne contrôlée. Le premier axe de ma thèse fut d'étudier le lien entre, l'activation de la réponse neuroimmunitaire et le processus de régénération, par l'étude de trois effecteurs récemment caractérisés au sein de la chaîne nerveuse de sangsue: deux peptides antimicrobiens (PAMs) (l'Hmlumbricine et la neuromacine) et une cytokine-like, nommée Hm-EMAP II. Les résultats obtenus démontrent pour la première fois (i) une synthèse neuronale de PAMs possedant une activité neurotrophique en plus de leur activité antimicrobienne et (ii) l'effet chimiottractant d'EMAP II vis-àvis des cellules microgliales humaines et de sangsue, donnant pour la première fois une fonction à cette cytokine dans le SNC humain. En effet, même si EMAP II est décrit comme un marqueur de réactivité des cellules microgliales du cerveau humain lésé, sa fonction dans cet organe n'a pas encore été élucidée. Le contact étroit entre le sang et la chaîne nerveuse nous a conduits dans un second temps, à explorer la participation de ce liquide biologique dans la réparation neuronale de notre modèle. Nos données montrent, qu'en plus d'exercer des fonctions immunitaires périphériques, le sang de sangsue optimise la réparation du SNC, par la libération de substances neurotrophiques. Les cellules sanguines s'avèrent également capables d'infiltrer le site de lésion où, en coopération avec les cellules microgliales, elles limitent la formation d'un manchon cicatriciel. Chez les mammifères, les blessures du SNC conduisent à la mise en place d'une cicatrice gliale, qui bloque le mécanisme de régénération en empêchant la repousse axonale du SNC. Les résultats présentés ici constituent la première description d'une fonction neuro-immunitaire des cellules sanguines chez un invertébré. L'ensemble de ces données présentent le SNC de sangsue comme un modèle intéressant pour étudier le lien entre immunité et réparation neuronale.

SUMMARY

Following trauma, the central nervous system (CNS) of the medicinal leech, unlike the mammalian CNS, has a strong capacity to regenerate neurites and synaptic connections that restore normal function. Our team demonstrated that this regenerative process is enhanced by a controlled bacterial infection. As a first step of my PhD, the interaction between the activation of a neuroimmune response and the process of regeneration were explored by studying the role of three effectors newly characterized from the leech nerve cord: two antimicrobial peptides (AMPs) (Hm lumbricin and neuromacin) and one cytokine-like named Hm-EMAPII. Altogether the obtained results allowed reporting for the first time (i) the neuronal synthesis associated with a neurotrophic effect of AMPs and (ii) the ability of EMAPII to exert chemoattractant effect towards both leech and human microglial cells giving a function to this cytokine in the human SNC. Indeed, even if EMAPII is described as a marker of microglial cell reactivity in injured human brain, its function in the neural immunity has not been yet elucidated. As a second step of my PhD, the close contact of the blood with the nerve cord conducted us to explore the participation of blood in neural repair in our model. Our data evidenced that in addition of exerting peripheral immune functions, leech blood optimizes CNS neural repair through the release of neurotrophic substances. Circulating blood cells appeared also able to infiltrate the injured CNS where, in conjunction with microglia, they limit the formation of a scar. In mammals, CNS injury conducts to the generation of a glial scar that blocks the mechanism of regeneration by preventing axonal regrowth. The results presented here constitute the first description of neuroimmune functions of invertebrate blood cells. Altogether these studies introduce the leech CNS as an interesting model for studying the implication of immune molecules in neural repair.
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Figure 1 :

 1 Figure 1 : Arbre phylogénique des protostomiens. Adapté de la classification phylogénétique du vivant, 2 e édition BERLIN,Lecointre G. et Le Guyader H., 2004) 

  ). En fait, la disparition quasi-totale des sangsues à la fin du XIXème siècle ne s'explique pas seulement par leur importante utilisation et la disparition progressive des troupeaux de bétail des marais. Elle est aussi directement liée à une atteinte de leur habitat d'une part, par l'assèchement des marais pour assainir et urbaniser les campagnes et d'autre part, par la pollution.

Figure 2 :

 2 Figure 2 : Différence phénotypique entre (b) Hirudo verbana, Carena, 1820 et (a) Hirudo medicinalis, Linnaeus, 1758.

Figure 3 :

 3 Figure 3 : Photographie d'une Hirudo adulte (Linnaeus 1758) dans son milieu naturel, (Site de Ricarimpex élevage de sangsues, http://www.sangsuemedicinale.com/default.php).

Figure 4 :

 4 Figure 4 : Représentation schématique de la morphologie de la sangsue médicinale Hirudo medicinalis ( Source : Encyclopaedia Britannica. 2009. Leeching. Site de Encyclopaedia Britannica http://www.britannica.com/EBchecked/topic/750132/leeching).

Figure 5 :

 5 Figure 5 : Schématisation de l'appareil génital de la sangsue médicinale (Source : Beaumont, A. et Cassier, P., 1998).

Figure 6 :

 6 Figure 6 : Photo de cocon chez la sangsue médicinale (Source : Site de Ricarimpex élevage de sangsues, http://www.sangsuemedicinale.com/default.php).

Figure 7 :

 7 Figure 7 : Schéma d'un sinus latéral du système sanguin d'Hirudo medicinalis (Source : photo personnelle).

Figure 8 :

 8 Figure 8 : Localisation de la chaine nerveuse (en rouge) dans le sinus ventral (d'après Kuffer et Nicolls, 1976).

Figure 9 :

 9 Figure 9 : Coupe transversale de la capsule fibreuse entourant le SNC en microscopie électronique à transmission (MET) (Source : photo personnelle).

Figure 10 :

 10 Figure 10 : Schématisation d'une coupe transversale d'un ganglion, montrant la répartition des corps cellulaires en follicules (Source : Kuffer et Nicholls, 1976). La chaine nerveuse est colorée en orange.

Figure 11 :

 11 Figure 11 : Schématisation d'une vue ventrale d'un ganglion de sangsue Hirudo medicinalis.Les différents neurones assurant les perceptions sensorielles sont représentés par leur lettre respective (N=neurones nocicepteurs, T=neurones sensibles au toucher et P=neurones sensibles à la pression). Au centre sont visibles les cellules de Retzius (Rz)[START_REF] Muller | Transmission at a 'direct' electrical connexion mediated by an interneurone in the leech[END_REF].

Figure 12 :

 12 Figure 12 : Schéma de la barrière hémato-encéphalique (d'après Hawkins et Davis, 2005; Zlokovic et Apuzzo,1998).

Figure 13 :

 13 Figure 13 : Les principales voies pour le trafic moléculaire à travers la BHE. A : Les jonctions serrées restreignent sévèrement la pénétration de composés solubles dans l'eau. B : Les membranes lipidiques de l'endothélium offrent un moyen efficace de diffusion pour les agents solubles. C : L'endothélium contient des protéines de transport (transporteurs) pour le glucose, les acides aminés, les bases puriques, les nucléosides, la choline et autres substances. Certains transporteurs sont tributaires de l'énergie (par exemple, la P-glycoprotéine) et agissent comme transporteurs. D : Certaines protéines, comme l'insuline et la transferrine, sont transportées par endocytose. E : Les protéines plasmatiques transportées par absorption (Abbott, J.N., 2006).

  et sont divisés en deux classes (A et B). Le récepteur Scavanger initialement purifié et cloné a été celui de la classe A. La famille SR-A est composée de SR-A I, II et III et SR-MARCO (Macrophage Receptor with Collagenous structure). La classe B comprend les récepteurs CD36 et le SR-BI. Les SR interviennent dans l'adhésion cellulaire, l'endocytose, participent à la signalisation intracellulaire, au métabolisme des lipides et à la défense de l'hôte contre les bactéries pathogènes.

Figure 15 :

 15 Figure 15 : Représentation schématique du rôle des TLRs dans l'immunité et les maladies du SNC (A) Stimulation par des ligands de TLRs: dsRNA (TLR3), LPS (TLR4), peptidoglycane (PGN; TLR2 avec TLR1 / 6), et ADN virale (TLR9). (B) La sécrétion de molécules proinflammatoires dans le SNC. (C) La réponse immune peut avoir un effet bénéfique ou délétère (D). L'activation chronique de TLRs exprimés par les cellules gliales peut être préjudiciable en étant neurotoxique (adaptée de Carpentier P.A., 2008).

Figure 16 :

 16 Figure 16 : Les différents types de cellules gliales ( Source : illustration Association pour la santé et l'environnement, http ://associationpourlasanteetlenvironnement.skynetblogs.be).

Figure 17 :

 17 Figure 17 : Morphologies de la cellule microgliale (d'après Davies, 1994).

  et la prolifération des lymphocytes T adjacents. Cependant, les raisons de cette migration ne sont pas[START_REF] Reichert | Complement-receptor-3 and scavenger-receptor-AI/II mediated myelin phagocytosis in microglia and macrophages[END_REF]) encore élucidées. Les cellules microgliales, tout comme les macrophages, sont capables de phagocytose, même si cette fonction est atténuée chez la microglie quiescente. En cas d'inflammation, elles acquièrent cette capacité en exprimant le récepteur au complément CR3. La stimulation des récepteurs au complément est un autre moyen efficace pour activer les cellules microgliales. Les cellules microgliales expriment constitutivement les récepteurs au complément (CR) 1, 3 et 4[START_REF] Rotshenker | Microglia and macrophage activation and the regulation of complementreceptor-3 (CR3/MAC-1)-mediated myelin phagocytosis in injury and disease[END_REF]. La plupart de ces récepteurs favorise la phagocytose. La reconnaissance et l'élimination des corps étrangers par les cellules microgliales font donc intervenir diverses structures réceptrices telles que les scavenger receptors par exemple, permettant la reconnaissance et l'élimination des lipoprotéines modifiées mais également des cellules apoptotiques ou encore des substances telles que le peptide Aβ, généré lors de la maladie d'Alzheimer[START_REF] Mukhopadhyay | The role of scavenger receptors in pathogen recognition and innate immunity[END_REF]. Dans les cellules microgliales, les TLR 1 à 9 semblent s'exprimer constitutivement aussi bien chez la souris[START_REF] Olson | Microglia initiate central nervous system innate and adaptive immune responses through multiple TLRs[END_REF] que chez l'homme. Les agonistes des TLRs sont des activateurs efficaces des cellules microgliales (figure18) en particulier le poly I :C (agoniste du TLR3), le LPS (agoniste du TLR4).

Figure 18 :

 18 Figure18: Schéma général d'activation des cellules microgliales. Les cellules microgliales, sous forme ramifiées dans le système nerveux sain, peuvent être activées par un grand nombre de facteurs. Les cellules microgliales activées peuvent exprimer une grande variété de cytokines, de facteurs de croissance, de radicaux libres, et peuvent phagocyter les éléments étrangers. L'activation chronique des cellules microgliales peut augmenter la neurodégénérescence à travers le relargage de molécules potentiellement cytotoxiques. Plusieurs molécules anti-inflammatoires peuvent cependant inhiber l'activation de ces cellules et exercer ainsi une neuroprotection (d'après la revuede Dheen et al., 2007).

Figure 19 :

 19 Figure 19 : Les 3 voies d'activation du complément (d'après Monk PN, 2007).

Figure 20 :

 20 Figure 20 : Schéma hypothétique de l'intervention du système du complément dans l'élimination d'agents pathogènes dans le SNC (d'après Nadeau and Rivest, 2001).

Figure 21 :

 21 Figure 21 : Principaux mécanismes d'action des peptides antimicrobiens cationiques (d'après Brogden, 2005).1 : Interaction peptide membrane, a : modèle en « douves de tonneaux », b : modèle des « pores toroïdaux », c : modèle en tapis. 2 : Mode d'action intracellulaire des PAM

Figure 22 :

 22 Figure 22: Rôles bénéfiques des cytokines pro-inflammatoires au cours de la réponse immune innée du cerveau (d'après Blais et Rivest, 2003).

  Des expériences menées sur des primocultures de ganglions buccaux d'Helix aspersa montrent un lien entre la mobilisation des cellules microgliales et la mise en place d'un processus de réparation neuronale(Babington et al., 2005). En effet, suite à une lésion des neurones ganglionnaires, on observe tout d'abord une migration des cellules microgliales puis une croissance des axones.Chez la drosophile, le système nerveux comprend un grand nombre de cellules gliales. Ces cellules gliales jouent un rôle crucial lors de la formation du système nerveux. Beaucoup moins étudiées, les cellules gliales du cerveau adulte chez la drosophile, joueraient un rôle central dans la fonction et la protection du cerveau. Une étude portant sur la diversité des populations de cellules gliales dans le SNC adulte de drosophile, a identifié une sous-classe distincte de cellules gliales dans le cerveau mature de drosophile. Celles-ci possèdent de frappantes similitudes moléculaires et fonctionnelles avec la population de cellules gliales présentes dans le cerveau des mammifères[START_REF] Doherty | Ensheathing glia function as phagocytes in the adult Drosophila brain[END_REF]. Il a aussi été démontré la capacité des cellules gliales des insectes à se diviser en réponse à des dommages du système nerveux, suggérant leur implication dans les processus de réparation du tissu nerveux[START_REF] Smith | Neural repair and glial proliferation: parallels with gliogenesis in insects[END_REF][START_REF] Kuzina | How Notch establishes longitudinal axon connections between successive segments of the Drosophila CNS[END_REF]. La sangsue médicinale s'avère être un modèle idéal quant à l'étude des cellules microgliales dans la réponse immunitaire du SNC, de par l'organisation particulièrement favorable de son SNC. Plusieurs études ont ainsi montré que les phénomènes migratoires de ces cellules vers le site de lésion du SNC dépendaient notamment d'une production de NO libéré lors de l'inflammation du système nerveux[START_REF] Duan | ATP and NO dually control migration of microglia to nerve lesions[END_REF]).

  expériences d'HIS et de RT-PCR réalisées sur les cellules dissociées du SNC, ont montré que ces deux PAMs s'exprimaient dans les neurones et les cellules microgliales. Lors d'une stimulation bactérienne, des analyses par PCR quantitative indiquent que l'expression des gènes codants pour ces peptides est augmentée de manière spécifique. En effet, l'expression de la neuromacine, qui est un peptide anti-Gram positif, augmente uniquement en présence de bactéries à Gram positif alors que le gène codant l'Hm-lumbricine, qui est un peptide présumé anti-Gram négatif et anti-Gram positif, est induit en présence de bactéries à Gram positif et négatif. Des expériences d'immunohistochimie réalisées sur des chaînes nerveuses axotomisées et stimulées par des bactéries, montrent une accumulation de ces peptides au niveau du site de lésion de la chaîne nerveuse.Afin de déterminer si la présence des deux PAMs au site d'axotomie ne pouvait pas être le reflet d'une production neuronale, j'ai mis au point un modèle de chaînes nerveuses déplétées en cellules microgliales. Dans ces conditions, l'accumulation de cellules microgliales au site de lésion, ne se produit plus. Il apparaît que cette déplétion n'affecte pas l'accumulation des peptides au site d'axotomie, montrant pour la première fois une synthèse de PAMs par les neurones d'invertébrés. La capacité des deux peptides à promouvoir la régénération de la chaîne nerveuse de sangsue, a également été testée ex vivo en ajoutant les anticorps de ces PAMs ou la neuromacine native, à des chaînes nerveuses axotomisées. Les résultats obtenus montrent que les deux peptides sont impliqués dans le processus de régénération du SNC sangsue.Cette étude publiée dans Journal of Immunology (IF 5.745) a contribué à démontrer qu'en plus d'exercer des propriétés antibactériennes, l'Hm-lumbricine et la neuromacine agissent comme des promoteurs du processus de régénération du SNC de la sangsue. Il s'agit également de la première étude mettant en évidence une synthèse de PAMs par les neurones et les cellules microgliales chez un invertébré. Par ailleurs il apparait également au travers de ce travail, une capacité du SNC de sangsue à discriminer les microorganismes de son environnement et a mettre en place une réponse adaptée.Caractérisation et fonction immunitaire d'une cytokine EMAP II régulé par un TLR, dans le SNC lésé de la sangsue médicinaleChez la sangsue médicinale une lésion du SNC, entraine un recrutement des cellules microgliales au site d'axotomie. Les cellules microgliales recrutées élimineraient les débris cellulaires[START_REF] Mladinic | Central nervous system regeneration: from leech to opossum[END_REF], et participeraient à la reconstruction de la matrice extracellulaire(von Bernhardi and Muller 1995). Comme nous l'avons vu précédemment, elles sont également capables de produire des PAMs[START_REF] Schikorski | Microbial challenge promotes the regenerative process of the injured central nervous system of the medicinal leech by inducing the synthesis of antimicrobial peptides in neurons and microglia[END_REF].Par ailleurs, de par la production de PAMs à activité neurotrophique (cf étude précédente), la microgliale favoriserait la croissance neuritique.Des études ont montré que la migration des cellules microgliales dépendait notamment d'une production de NO[START_REF] Duan | ATP and NO dually control migration of microglia to nerve lesions[END_REF]. Dans cette étude nous nous sommes intéressés à la caractérisation et à la participation d'une cytokine EMAP II dans le recrutement de cellules microgliales. Chez les vertébrés, EMAP II a été décrit comme exerçant des activités chimioattractantes visà-vis des monocytes et des macrophages. Les cellules microgliales que se soit chez les vertébrés ou les invertébrés, sont décrites comme étant les macrophages résident du SNC. Il nous a semblé intéressant de caractériser et de démontrer l'implication d'une cytokine proinflammatoire du type d'EMAP II dans la protection du SNC de la sangsue Hirudo medicinalis. L'analyse des banques d'EST de système nerveux d'Hirudo medicinalis, a permis l'obtention d'une séquence présentant des homologies avec la cytokine proinflammatoire humaine, EMAP II. La cytokine humaine EMAP II est issue d'un clivage d'un précurseur, la protéine p43. La séquence protéique déduite de l'ADNc d'Hmp43/EMAP II montre 58% d'identité avec son homologue humaine. Afin de déterminer si comme chez les mammifères, Hmp43 est maturée pour libérer EMAP II, j'ai réalisé des Western-blot en utilisant un anticorps anti-EMAP II. Deux bandes ont été ainsi immunodétectées dans le SNC de sangsue, l'une à un poids moléculaire de 35KDa et l'autre à 18KDa, qui correspondent respectivement aux masses déduites de l'ADNc d'Hmp43 et du domaine Hm-EMAP II, ce la permet de mettre en évidence pour la première fois chez un invertébré, un mécanisme de clivage, comparable à celui observé chez les vertébrés. EMAP II est décrit comme exerçant une activité chimioattractante vis-à-vis des macrophages, il nous est paru intéressant de tester les capacités de recrutement de cette molécule vis-à-vis des cellules microgliales par des tests de chimiotactisme. Les expériences ont démontré qu'EMAP II favorisait de façon dose-dépendante la migration des cellules microgliales de sangsue et humaines. Ces résultats démontrent pour la première fois la capacité d'EMAP II à exercer un effet chimiottractant sur les cellules microgliales, suggérant que cette cytokine participerait au recrutement de ces cellules dans le SNC chez la sangsue et chez l'homme. A fin de mieux comprendre le rôle physiologique de Hmp43/EMAPII, la localisation du site d'expression génique a été étudiée par HIS et RT-PCR sur cellules nerveuses. Fait intéressant, Hm-p43/EMAP II s'exprime dans les neurones et dans les cellules microgliales, comme chez les vertébrés. Des analyses par PCR quantitatives montrent que le niveau d'expression du gène Hm-p43/EMAP II est induit à la fois, lors d'une lésion du SNC, mais également lors d'une stimulation bactérienne. L'expression différentielle d'Hm-EMAP II au sein du système nerveux de sangsue, mise en présence de différents dérivés microbiens, suggère que ce dernier est capable de détecter ces composés, et d'y répondre par le déclenchement d'une réaction immunitaire spécifique. Chez les vertébrés, il a été montré que la détection des PAMPs faisait appel très majoritairement à des senseurs bactériens appelés PRRs. Les TLRs de vertébrés s'expriment largement dans le SNC où ils participent au déclenchement de la réponse inflammatoire en cas d'infection (Olson and Miller 2004). Au vu de l'ensemble de ces éléments, et de la caractérisation au sein du laboratoire d'un TLR, Hm-TLR 1, des analyses d'immunohistochimie en comarquage Hm-TLR1 et Hm-EMAP II ont été réalisées sur des chaînes nerveuses axotomisées et cultivées ou non en conditions aseptiques. Elles mettent en évidence une importante synthèse d'Hm-EMAP II mais également la présence Hm-TLR 1 au niveau du site de lésion où s'accumulent les cellules microgliales. Pour confirmer le rôle d'Hm-TLR1 dans l'induction d'Hmp43/EMAPII, les chaînes nerveuses ont été incubées, en présence de bactéries ou non, avec de l'ARN doubles brins-Hm-TLR1 permettant d'inhiber spécifiquement l'expression du gène d'Hm-TLR1. L'extinction du gène Hm-TLR1 abolie a l'induction du gène d'Hm-EMAP II. Ces observations suggèrent que l'activation de ce récepteur bactérien pourrait contrôler l'expression du gène codant de l'Hm-p43/EMAP II. Caractérisation morphologique et fonctionnelle des cellules sanguines de sangsue : leur rôle dans l'immunité et la réparation neuronale. Parmi les Protostomiens, les Annélides représentent une exception, car ils possèdent un système vasculaire fermé, distinct du fluide de la cavité coelomique. La participation du liquide coelomique et les cellules qui le composent (coelomocytes) dans divers aspects de l'immunité cellulaire (phagocytose, propriété hémolytique et coagulation) a été abondamment étudiée chez les invertébrés. Il en est tout autre en ce qui concerne la morphologie et les fonctions immunitaires du sang des Annélides. Par ailleurs, la sangsue médicinale Hirudo medicinalis, présente la caractéristique originale d'avoir un SNC qui baigne dans le sang du sinus ventral. Ce contact étroit entre le sang et le SNC, ajouté aux capacités de régénération du SNC lésé de la sangsue, nous laissaient supposer une possible implication du sang dans le mécanisme de réparation du SNC de la sangsue Hirudo medicinalis. Dans ce contexte, il nous a semblé intéressant d'étudier par des analyses morphofonctionnelles le rôle des cellules sanguines de notre modèle dans l'immunité antiinfectieuse et/ou à la régénération du SNC lésé de la sangsue. Grâce à une analyse en cytométrie en flux et à des observations en microscopie électronique, un type unique de cellule sanguine a été observé et décrit. Ces cellules sanguines possèdent des caractéristiques morphologiques proches des cellules hyalines, à savoir entre autre une petite taille, des pseudopodes et un cytoplasme agranulaire. Les cellules hyalines, représentent le type le plus répandu des cellules circulantes chez les invertébrés. Ces cellules ont été comparées à des cellules de la lignée macrophagique des vertébrés. Grâce à des observations en microscope électronique, la capacité des cellules du sang de sangsue à phagocyter des bactéries a été mise en évidence. Ces cellules phagocytent aussi bien des bactéries à Gram positif qu'à Gram négatif, suggérant ainsi une absence de spécificité. Des observations ont également démontré que l'ajout in vitro de la L-DOPA, un substrat pour la PO, dans le sang déclenche une accumulation extracellulaire de mélanine.
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 2 Fig. 2. Phagocytosis activity and melanine production by blood cells. (A) After one hour incubation with Gram negative bacteria-containing phagolysozomes (arrowhead) become visible. x 15,000. (B) After one hour incubation with Gram positive bacteria-containing phagolysozomes (arrowhead) become visible. x 20,000. (C) Cells can be seen on the surface of a natural parasite. (D) Electron microscope image showing highly vacuolized blood cells (bc) surrounding a natural parasite (p) and producing melanin. x 8,000. (E) The liberation of the melanin pigment (arrow) is detected by electron microscope. x 35, 000.
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 6 Fig. 6. Determination of lysozyme activity in plasma using the lyso-plate assay. Mix of environmental bacteria was injected directly into the lateral sinus of the leech. The control condition corresponds to L15 medium, without bacteria.
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  . Nous pouvons donc penser que l'Hmlumbricine aurait une activité comparable à celle de la lumbricine-I, c'est-à-dire dirigée contre les bactéries à Gram positif, à Gram négatif mais également contre les champignons. De futures investigations permettant de confirmer son activité antimicrobienne, mais également son mode d'action sont à envisager. De manière générale, la plupart des PAMs cationiques se lient à la membrane phospholipidique chargée négativement des bactéries et altèrent alors son intégrité (Zasloff 1992), entraînant ainsi leur lyse cellulaire. La neuromacine possède une activité similaire au mode d'action décrit précédemment, donnant lieu à une perméabilisation de la membrane bactérienne. Cependant, l'action de la neuromacine s'avère moins rapide que celle observée pour la cecropine-P1 et la magainine-II, deux peptides antibactériens cationiques isolés respectivement chez le porc et chez le xénope. Cette action bactéricide lente avait été également mise en évidence avec la théromacine. La neuromacine est inactive vis-à-vis de lysosomes synthétiques, reflétant une perméabilisation par désorganisation de la membrane bactérienne plutôt que par la formation de pores. Une étude similaire a été effectuée sur l'hydramacine-1, membre de la famille des Macines, et met également en évidence une perméabilisation des membranes bactériennes, sans formation de pores.

  Pour l'instant, seul LL37 a été démontré comme activant de manière indirecte les récepteurs au facteur croissance épidermique (EGF-R), favorisant ansi la croissance cellulaire(Tjabringa et al., 2006). Dans ce contexte, il semblerait intéressant d'étudier la relation entre les PAMs et le récepteur à l'EGF de sangsue. Des recherches au sein des banques d'EST de système nerveux de sangsue ont fourni une séquence partielle d'un EGFR d'Hirudo medicinalis(HmEGFR). Grâce au travail du Dr Virginie Cuvillier, la caractérisation du gène a été effectuée et l'analyse des alignements permet de mettre en évidence la bonne conservation des principaux sites fonctionnels du récepteur. Une hybridation in situ sur des chaines nerveuses mises en contact ou non avec des bactéries a permis de montrer que le gène codant l'HmEGFR s'exprimait dans les cellules microgliales et dans certains neurones de sangsue.L'utilisation d'anticorps bloquants anti-EGFR sur des chaînes nerveuses lésées en présence de PAMs pourrait être utilisée pour déterminer l'implication de ce type de récepteur dans les activités neurotrophiques des PAMs.Les capacités neurotrophiques d'autres représentants de la famille des Macines ont été testées.Nous avons pu observer des capacités neurotrophiques similaires de la théromacine à celle de la neuromacine, mais nous n'avons pas constaté d'activité neurotrophique pour l'hydramacine. Des analyses approfondies de la structure et de la fonction de ces peptides sont actuellement en cours. Des tests sur la conservation ou la perte des activités neurotrophiques et/ou antibactériennes, de la neuromacine et de la théromacine, réduites et alkylées, permettraient de déterminer, dans quelle mesure les ponts disulfures participent à ces différentes fonctions. Dans l'objectif d'un développement thérapeutique, une étude de l'effet neurotrophique de la neuromacine et de l'Hm-lumbricine sera à envisager sur un modèle mammifère(Tasiemski A 2009). 1.4 L'implication de la neuromacine et de l'Hm-lumbricine dans l'immunité du SNC lésé Afin de confirmer que la présence de neuromacine et d'Hm-lumbricine dans la chaîne nerveuse est bien le fruit d'une synthèse endogène, une analyse par RT-PCR sur cellule unique couplé à de l'HIS a été réalisée. De manière originale, il est apparu que les neurones ainsi que les cellules microgliales, exprimaient les gènes codant ces deux PAMs. Les variations de quantité de transcrits codant l'Hm-lumbricine et la neuromacine ont ensuite été estimées par PCR en temps réel sur des chaînes nerveuses lésées, cultivées en présence de différents composés microbiens. Les résultats montrent un profil d'expression en adéquation avec le spectre d'activité de ces peptides. En effet, l'expression de la neuromacine, qui est un peptide anti-Gram positif, augmente uniquement en présence de bactéries à Gram positif. De même, la quantité de transcrits codant l'Hm-lumbricine, PAM actif contre les bactéries à Gram négatif, positif et les champignons, est quant à elle augmentée dans les chaînes nerveuses incubées avec des motifs microbiens de bactéries à gram négatif et positif et avec du zymosan, un composant de la membrane des levures. Ces résultats suggèrent que le SNC de sangsue possède la faculté de mettre en place une réponse antimicrobienne adaptée aux microorganismes qu'il rencontre. Les résultats obtenus chez Theromyzon tessulatum ne montraient pas de spécificité d'induction du gène codant la théromacine. La différence de spécificité d'induction observée entre la neuromacine et la théromacine pourrait s'expliquer par l'utilisation, au cours de notre étude, de bactéries environnementales d'Hirudo medicinalis, ce qui n'était pas le cas dans l'étude menée chez Theromomyzon tessulatum. Chez les mammifères, des données d'immunohistochimie montrent que des PAMs tels que les défensines ou encore des cathélicidines sont également produits dans le SNC. Plus particulièrement, l'expression du gène codant la défensines HBD2 est induite dans les astrocytes mise en présence de LPS. Par conséquent, comme chez l'homme, les PAMs seraient impliqués dans la réponse immunitaire développée au sein du SNC de sangsue. L'extrémité des connectifs lésés montre une synthèse importante de la neuromacine et de l'Hm-lumbricine, en adéquation avec la migration et l'accumulation de cellules microgliales au site de lésion (McGlade-McCulloh, Morrissey et al. 1989), étayant l'hypothèse que les cellules microgliales produisent et libèrent ces molécules afin de limiter la multiplication et l'infiltration des bactéries au sein du SNC lésé. Les neurones participent eux aussi à ce mécanisme, avec une production de PAMs qui transitent via les prolongements axonaux jusqu'au site de lésion. La régulation positive des gènes codant ces deux PAMs, par certains composants microbiens, révèle l'importance de la neuromacine et de l'Hm-lumbricine dans l'immunité anti-infectieuse du SNC. Les résultats obtenus montrent donc que la synthèse de l'Hm-lumbricine ne concerne que les cellules accumulées au site de lésion, alors que la production de neuromacine implique la population globale des cellules microgliales. Même si toutes les cellules microgliales possèdent la capacité de migrer, seul 15 à 40 % d'entre elles migrent vers le site de lésion. Des études récemment menées sont en faveur de l'existence de sous-population de microgliales, on peut donc envisager l'Hm-lumbricine comme étant un marqueur d'un type de sous population de microgliales activées. Chez la sangsue, la microglie participerait à la régénération du SNC lésé.

2 . 1

 21 Hm-EMAP II dans le SNC de la sangsue Dans cette étude nous avons caractérisé une cytokine Hm-EMAP II dans le SNC de la sangsue. EMAP II est considérée chez les vertébrés comme un acteur du système immunitaire périphérique, bien que détectée dans le cerveau chez l'homme, sa fonction demeurait inconnu (van Horssen, Rens et al. 2006). Caractérisation d'Hm-EMAP II L' endothelial-monocyte-activating polypeptide-II (EMAP-II) a été détectée pour la première fois dans le surnageant de cultures cellulaires de tumeur murine. EMAP II est une protéine issue du clivage d'un précurseur, la protéine p43. L'analyse des banques d'EST de système nerveux de sangsue a permis d'obtenir l'ADNc complet codant la protéine p43 de sangsue, nommée Hm-p43. Ce précurseur présente 44% d'identité avec la protéine p43 humaine. De manière intéressante, une conservation de 58% d'identité, est observée dans la région Cterminale de p43, extrémité correspondant au domaine EMAP II. Nos données indiquent que, comme chez les mammifères (Journeay and Singh 2007), Hm-p43 est clivée pour libérer Hm-EMAP II. Même si la protéine p43 est très répandue dans le règne animal, ce résultat constitue la première preuve de la libération de la forme EMAP II chez un invertébré. Chez les vertébrés, le fait qu'EMAP II soit libérée par des cellules en apoptose a amené certains auteurs à présumer le rôle de certaines caspases, et notamment des caspases 7 et 3 comme étant responsables du clivage de p43.

  Dans la littérature, les cellules microgliales constituent les macrophages résident du SNC et EMAP II a été décrit comme exerçant des activités chimioattractantes vis à vis des monocytes du système immunitaire périphérique. C'est pourquoi des tests de chimiotaxie ont été réalisés en conditions hétérologues en mettant en présence des molécules recombinantes EMAP II humaine et des cellules microgliales isolées de sangsue. Les résultats obtenus, montrent qu'EMAP II présente un effet chimioattractant vis-à-vis des cellules microgliales humaines et des cellules microgliales de sangsue, cela de façon dose dépendante, avec un effet maximal à la même dose. Ces données suggèrent l'existence de récepteurs conservés entre l'homme et la sangsue. Pour élucider le rôle exact d'EMAP II dans le SNC blessé, une approche d'identification du récepteur de l'EMAP pourrait être envisagée. Ce type d'approche pourra être étendue aux vertébrés. Dans le SNC des mammifères, le récepteur de chimiokine CXCR3 dont l'un des agonistes est IP-10 (interferon-g-inducible protein 10 kDa) apparait impliqué dans la réponse migratoire des cellules microgliales. Fait intéressant, au niveau périphérique, EMAPII est connue pour induire la migration des cellules endothéliales en activant ce récepteur. Au vu de cet élément, nous avons envisagé CXCR3 comme pouvant être un récepteur d'EMAP II. Dans ce contexte des essais de chimiotactisme réalisés avec IP-10, nous ont permis d'établir une relation entre EMAP II et CXCR3. Fait intéressant, un orthologue de CXCR mammifère a été trouvé dans les banques EST du SNC de sangsue. De plus amples analyses et de nouveaux tests de chimiotactisme devront être effectués pour déterminer si ce récepteur est impliqué dans le recrutement de cellules microgliales. Cette étude a permis de mettre en évidence la première cytokine pro-inflammatoire dans le SNC de la sangsue, Hirudo medicinalis, et montre également pour la première fois, la capacité d'EMAP II à exercer un effet chimioattractant sur des microgliales de mammifères ou de sangsues, donnant ainsi une fonction à cette molécule dans le SNC des vertébrés Lors d'une lésion ou d'une infection du SNC de sangsue, une synthèse accrue d'Hm-EMAP II au niveau des connectifs lésés pourrait participer au recrutement et à l'accumulation des cellules microgliales. Des observations similaires effectuées chez les mammifères, montrent une sur-expression de cette cytokine dans les cellules microgliales accumulées au niveau d'une lésion du SNC

  . Par conséquent, Hm-EMAP II jouerait un rôle indirect dans le processus de régénération. Un Toll-like récepteur (Hm-TLR1) a été mis en évidence dans les neurones et les microglales de sangsue (Cuvillier-Hot, Boidin-Wichlacz et al. 2011). Les variations de l'expression du gène codant l'Hm-TLR1 ont été mesurées dans des chaînes nerveuses incubées avec des motifs microbiens. Il est apparu que ce recepteur était impliqué dans l'induction du gène codant Hm-EMAP II. Des observations effectuées chez le rat, démontrant qu'après une injection systémique d'agoniste de TLR, tels que l'acide polyinosine-polycytidylique (ligand TLR3) et de R848 (ligand du TLR7/8), les cellules microgliales montrent une production EMAP II. La régulation d'EMAP II par les TLR chez la sangsue et de vertébrés peut souligner une certaine conservation de ce type de récepteurs entre ces deux groupes. De plus, Hm-TLR1 présente un pourcentage élevé d'homologie avec le TLR13 de souris, dont la fonction est encore inconnue.

  De nombreuses cellules coelomiques ont déjà été décrites dans divers modèles invertébrés, y compris la sangsue (M'Beri, Debray et al. 1988; Adamowicz 2005;[START_REF] Lefebvre | Cathepsin L and cystatin B gene expression discriminates immune coelomic cells in the leech Theromyzon tessulatum[END_REF]. Cette étude présente la première analyse sur les cellules du sang circulant d'un Annélide. Contrairement aux cellules contenues dans le liquide coelomique des Annélides, nos données montrent la présence d'un type unique de cellules sanguines dans ce système vasculaire. Ces cellules de petite taille (5 µm) possèdent un noyau central et un faible ratio nucléocytoplasmique. Le cytoplasme contient de petites quantités de réticulum endoplasmique rugueux, quelques mitochondries, des micro-filaments et des vacuoles.In vivo ces cellules possèdent une forme ovoïde effilée, suggérant une capacité à migrer de ces cellules circulantes. Lors de la mise en culture, aucune adhésion cellulaire n'est observée.La primo culture entraine un changement morphologique, les cellules passant de la forme ovoïde à ronde, ce phénomène est très classiquement observé lors de mise en culture. Des observations en microscopie électronique révèlent de longs et minces pseudopodes suggérant une fois de plus des capacités migratrices de ces cellules. La présence de pseudopodes et d'un cytoplasme agranulaire sont des caractéristiques communes aux cellules hyalines des invertébrés. Les cellules hyalines constituent le type le plus répandu de cellules différenciées de la population cellulaire circulante et sont à rapprocher des monocytes/macrophages des vertébrés.

  , et à produire des molécules à activités neurotrophiques leur confèrent un rôle important dans la croissance neuritique. Dans ce contexte, nous nous sommes demandés si les cellules microgliales étaient suffisantes pour favoriser la régénération, ou si la présence d'autres éléments tels que le sang était requis et/ou pouvait se substituer aux cellules microgliales. Pour ce faire, des tests de régénération ont été effectués avec des chaînes nerveuses déplétées en cellules microgliales puis incubées ou non avec du sang. Nos résultats ont mis en évidence qu'en absence de cellules microgliales, un manchon cicatriciel apparaissait au site d'axotomie cela indépendamment de la présence d'éléments du sang. Ces résultats suggèrent que les cellules microgliales empêcheraient la formation d'un manchon cicatriciel. On ne peut cependant pas exclure un effet lié au mode de déplétion des cellules. De plus amples investigations devront être effectuées afin de déterminer quels en sont les constituants cellulaires. Il serait également intéressant de mesurer le potentiel d'action afin de déterminer si comme chez les mammifères ce manchon bloque l'influx nerveux. La formation d'une cicatrice est fréquemment observée chez les mammifères et demeure l'un des obstacles à la fois les plus étudiés, et les moins compris, à la régénération du SNC lésé (Fitch and Silver 2008). Au vu de l'ensemble des résultats présentés, la sangsue Hirudo medicinalis reste un très bon modèle pour des études en neuroscience. Une meilleure compréhension du mécanisme et des acteurs favorisant la régénération du SNC de sangsue pourrait ouvrir sur de nouvelles perspectives de recherche chez les mammifères. Ces données constituent la première caractérisation morpho-fonctionnelle des cellules sanguines chez un Annélide et mettent en évidence un rôle neuro-immunitaire de cellules circulantes chez un invertébré. CONCLUSION L'ensemble de ce travail a permis de mieux comprendre les mécanismes immunitaires intervenant dans la régénération du SNC lésé de la sangsue: Hirudo medicinalis. Nous avons mis en évidence que la chaine nerveuse de la sangsue est capable de détecter la présence de micro-organismes dans son environnement. Les données obtenues ont démontré le rôle de peptides antibactériens, de la cytokine pro-inflammatoire Hm-EMAP II, et du sang dans la réponse immunitaire du SNC de notre modèle mais également leur participation dans les mécanismes de régénération. Tenant compte des données disponibles à ce jour, un modèle d'interprétation résumant les principales étapes de l'action des différents effecteurs immunitaires dans la réponse neuroimmunitaire du SNC lésé de sangsue est schématisé ci-dessous. La protection du SNC de sangsue serait assurée, d'une part par la présence d'une barrière physique, la capsule, et d'autre part, par la présence de différents acteurs immunitaires, cellulaires et moléculaires du sang, dans lequel baigne la chaîne. Comme nous avons pu le voir, le SNC est enfermé dans le sinus ventral, dont l'épithélium produit de façon constitutive de la destabilase à activité antimicrobienne et neurotrophique.. Le sang n'est pas en contact direct avec les cellules nerveuses, ces dernières étant protégées pas la capsule. La capsule, barrière physique fonctionnellement comparable à une «pseudobarrière hémato-encéphalique» va permettre les échanges d'éléments nutritifs indispensables au SNC et va également limiter le passage des micro-organismes. Dans le cadre d'une rupture de l'intégrité du système, comme c'est le cas lors d'une lésion, les bactéries peuvent alors s'infiltrer jusqu'au site de lésion. La libération de NO et de Hm-EMAP II, va permettre la migration des microgliales au site de lésion. Les extrémités des axones et les cellules microgliales produiraient différentes cytokines telles que l'Hm-EMAP II, le Hm-C1q et l'Hm-IL16, augmentant ainsi le recrutement des différentes sous-populations des cellules microgliales au site de lésion. La réponse antimicrobienne serait spécifique de l'agent microbien introduit. Dans le cas d'une infection par des bactéries à Gram positif, la neuromacine et l'Hm-lumbricine seraient synthétisés puis sécrétés par les cellules microgliales accumulées au niveau de la chaîne nerveuse lésée. Les cellules microgliales accumulées au site de lésion en conjonction avec les cellules sanguines joueraient un rôle important dans la régénération via la libération de PAMs ayant des activités antimicrobiennes et via l'élimination des débris cellulaires et des bactéries, grâce à leur fonction phagocytaire. La participation croisée et simultanée de tous ces facteurs aboutirait à une protection et une réparation efficace du SNC de la sangsue médicinale. Les résultats obtenus au cours de ce travail ouvrent de nouvelles perspectives sur les mécanismes physiologiques de la réponse neuro-inflammatoire menant à la réparation nerveuse. De nombreuses questions concernant l'ensemble de ces résultats restent cependant encore en suspens : -De quelle manière les cellules microgliales, les cellules sanguines et les neurones parviennent-ils à détecter la présence des micro-organismes ? -Quels sont les autres PAM présents dans le plasma ou le SNC ? Ont-ils un rôle neurotrophique ? -Quel est le rôle exact des cellules sanguines dans la neuro-immunité du SNC? -Existe-il une coopération entre les cellules sanguines et les cellules microgliales, et entre le sang et le SNC ? Le choix d'Hirudo medicinalis comme modèle d'étude pour la caractérisation et l'étude fonctionnelle des acteurs de la réponse immunitaire du SNC se justifie une fois de plus au travers de ce travail.

  

  

  

  Le mot « sangsue » est d'origine latine. Pline, Cicéron et Horace la désignent sous le nom de Hirudo ou sanguisuga. Hirudo proviendrait de hoero qui signifie « j'adhère », et sanguisuga de sanguis « le sang » et de suga « je suce ». Les grecs l'appellent eux, bdella. On la trouve également désignée dans la Bible sous le nom d'aluka et dans certains écrits arabes sous celui d'aleca. Le sens primitif du mot anglais leech est aussi « médecin »[START_REF] Christiany | De l'emploi des sangsues en médecine[END_REF].La sangsue est utilisée depuis la plus haute Antiquité à des fins thérapeutiques. Au cours de l'histoire, la sangsue a connu en France des périodes de faveur, en particulier au XIXème siècle mais aussi des phases d'abandon voire de dénigrement. FrançoisBroussais (1772Broussais ( -1838) ) 

	2. Historique

affirmait qu'elle était plus efficace que les saignées

[START_REF] Crehange | Les livres anciens de médecine et de pharmacie[END_REF]

. Depuis quelques années, la sangsue remise à l'honneur par le Pr Jacques Baudet, chirurgien plasticien français, connaît un renouveau avec son utilisation en chirurgie plastique et traumatologique et un retour à son usage en médecine traditionnelle. Actuellement, les propriétés anticoagulantes et antiinflammatoires de sa salive sont utilisées dans différents domaines de la médecine. Mais on peut aussi les utiliser pour drainer des zones où le retour veineux s'effectue mal.

  Dans le milieu naturel, les sangsues sont alertées de la présence d'une proie potentielle par les vibrations de l'eau. Elles se nourrissent préférentiellement du sang des mammifères (chevaux, boeufs en particulier), mais aussi du sang d'animaux poïkilothermes (gastéropodes, grenouilles, poissons…). Les jeunes individus s'alimentent initialement de larves d'insectes, et de petits mollusques. La digestion du repas sanguin est rendue possible par la présence de symbiotes digestifs: Aeromonas hydrophila, et Rickenella microfusus[START_REF] Indergand | Ingested blood contributes to the specificity of the symbiosis of Aeromonas veronii biovar sobria and Hirudo medicinalis, the medicinal leech[END_REF]. Les sangsues médicinales peuvent absorber entre 6 et 9 fois leur poids en sang. Dans le milieu naturel, l'accès aux proies n'est pas toujours régulier mais le système de digestion des sangsues est adapté à ce mode de vie car elles présentent une extraordinaire résistance au jeûne. En effet, les sangsues supportent aisément un jeûne de 6 à 8 mois et certaines survivent même après 18 mois.

  L'architecture neuronale des ganglions segmentaires est très bien caractérisée et extrêmement conservée d'un ganglion à l'autre (figure10). A la différence des ganglions 5 et 6, associés aux systèmes reproducteurs qui contiennent environ 700 corps cellulaires, les ganglions segmentaires renferment 400 corps cellulaires[START_REF] Macagno | Number and distribution of neurons in leech segmental ganglia[END_REF]. Au sein des ganglions, les corps cellulaires sont répartis en 6 groupes (follicules ou paquets) séparés par des septa.

	Chaque follicule est enveloppé par une cellule gliale (cellule gliale des paquets). Deux autres
	cellules gliales sont présentes dans le connectif (cellules gliales géantes). Une cellule gliale
	supplémentaire est associée à chaque connectif (cellules gliales des connectifs). En plus des
	connectifs inter-ganglionnaires, partent de chaque ganglion quatre nerfs segmentaires (deux
	antérieurs et deux postérieurs) constituant le système nerveux périphérique de l'animal. Outre
	l'organisation neuronale, une cartographie précise du rôle de la plupart des neurones a été
	réalisée (figure

Acteurs périphérique participant à l'immunité du SNC I) Acteurs périphérique participant à l'immunité du SNC Chez les vertébrés 1. La Barrière Hémato-Encéphalique (BHE)

  La BHE existe dans presque toutes les régions du cerveau chez tous les tétrapodes (vertébrés terrestres). La BHE, isole physiquement le SNC du reste de l'organisme dont le système sanguin. Elle est composée principalement de cellules endothéliales, des pieds des

	Le système nerveux central (SNC) a longtemps été considéré comme un organe
	immunologiquement privilégié, isolé des cellules immunitaires circulantes par la présence de
	la barrière hémato-encéphalique (BHE) et présentant une sensibilité immune altérée voire
	inexistante. Cependant, ce concept a été abandonné avec d'une part, la mise en évidence de
	nombreuses interactions entre le SNC et le système immunitaire périphérique, et avec d'autre
	part, la mise en évidence de l'existence d'une réponse immunitaire intrinsèque au SNC (Ader,
	Cohen et al. 1995).

L'IMMUNITE DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL (SNC)

La BHE est un élément clé dans la protection du système nerveux central de par sa faible perméabilité et la présence de transporteurs, mais elle est également impliquée dans de nombreuses pathologies dont la neuro-inflammation. Dans ce chapitre, je détaillerai la BHE et son rôle dans la réponse immunitaire du SNC chez les vertébrés, et dans un second temps nous aborderons certains aspects propres à l'immunité périphérique chez les invertébrés.

A)

5. Implication de l'immunité périphérique dans le SNC

  

	Il existe un dialogue permanent entre le système immunitaire et le SNC. De nombreuses
	études ont mis en évidence que l'infiltration des cellules immunitaires périphériques pouvait à
	la fois protéger et altérer, les constituants du SNC.
	A l'état physiologique, un faible nombre de leucocytes périphériques (lymphocytes T et
	monocytes/macrophages) passent la BHE et pénètre dans le parenchyme cérébral afin
	d'effectuer une fonction de surveillance (Hickey 1999). Ces cellules seront positionnées de
	façon stratégique au niveau des plexus choroïdes et des méninges.
	Lorsque l'organisme est soumis à une stimulation immunitaire, il se produit une sécrétion
	massive de cytokines dites pro-inflammatoires dans la circulation sanguine. Ces cytokines
	circulantes pénètrent le SNC soit par simple diffusion via les capillaires fenêtrés des OCVs
	(Banks 2009), soit via l'endothélium cérébral et l'épithélium des plexus choroïdes qui
	possèdent des récepteurs spécifiques. Les cytokines vont alors agir de diverses façons : (i)
	elles traversent ces interfaces pour agir directement sur les cellules du SNC, (ii) elles agissent
	sur les cellules de cette interface pour induire la synthèse de seconds messagers tels que la
	prostaglandine E2 (PGE2) ou le monoxyde d'azote (NO). Dans tous les cas, il en résulte une
	perméabilité accrue de la BHE envers les protéines et cellules plasmatiques. Dans ces
	conditions inflammatoires, on observe une expression accrue des molécules d'adhésion à la
	surface des cellules endothéliales de la BHE

Immunité propre au SNC

  

	Chez les mammifères, le système nerveux central (SNC) comprend le cerveau, le
	cervelet et la moelle épinière. Il est protégé par une structure osseuse rigide (crâne, colonne
	BHE couplée à l'intervention des cellules immunitaires périphériques jouent un rôle vertébrale) et par trois feuillets constituant les méninges. Le SNC est impliqué dans le
	prépondérant dans la protection du SNC, et une augmentation de sa perméabilité peut avoir contrôle des fonctions physiologiques majeures assurant le maintien de l'homéostasie de
	des conséquences néfastes pour les cellules nerveuses. Fort heureusement, la défense du SNC l'organisme. Des perturbations de cet équilibre par l'introduction de molécules étrangères ou
	ne se limite pas à la BEH ou à l'infiltration au niveau de cette dernière des cellules du système de pathogènes au sein du système nerveux peuvent donc avoir de graves conséquences sur
	immunitaire périphérique. Que ce soit chez les vertébrés ou les invertébrés, il existe des l'ensemble de l'organisme. Le SNC a longtemps été considéré comme un site immunologique
	spécificités d'origine anatomique, cellulaire et moléculaire, du contrôle de la réponse immune privilégié du fait du maintien à long terme de greffons dans cette région
	propres au SNC.

B)
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  ailleurs la présence dans l'environnement de cytokines peut réguler l'activation des microgliales. L'IFNγ permet d'augmenter l'expression des molécules du CMH I et II, des costimulateurs CD80 et CD86, des récepteurs au complément, de molécules d'adhésion de surface de la microgliale. Il entraîne également la synthèse d'autres cytokines par la microgliale comme le TNFα ou l'IL-6 et contribue donc à créer une cascade inflammatoire[START_REF] Bailey | Innate and adaptive immune responses of the central nervous system[END_REF]. Une activation excessive ou chronique des cellules microgliales a été observée dans un certain nombre de maladies neurodégénératives. En effet, dans la maladie Alzheimer, la sur activation des cellules microgliales aboutissant à une inflammation chronique s'avère délétère[START_REF] Webster | Antibody-mediated phagocytosis of the amyloid betapeptide in microglia is differentially modulated by C1q[END_REF]).

	Cellules microgliales résidentes	
	(quiescentes)		
	LPS β-amyloïde Cytokines proinflammatoires Interféron-γ Thrombine M-CSF Les microgliales sont capables de produireun éventail de cytokines pro-ou anti-Alzheimer Parkinson Prion Infection Ischémie
	Activation des cascades de	
	signalisation (NF-κB, p38, JNK, ERK	
	MAPKs, MK-2 …)	
			Glucocorticoids
	Activation des cellules microgliales	Inhibiteurs	Minocycline Vitamines A, D, E TGF-β1 Chondroitin sulphate Endocannabinoides
	Surexpression de cytokines		
	proinflammatoires, de chémokines, de	
	radicaux libres, de dérivés de l'oxygène,	
	de marqueurs de surface cellulaire, de	
	facteurs de croissance, etc.…		
	Activation excessive		

inflammatoires et de facteurs cytotoxiques qui peuvent avoir des effets bénéfiques ou néfastes. En réponse à l'infection par le TMEV ( Theiler's murine encephalomyelitis virus) in vitro, les microglies produisent des niveaux élevés de cytokines inflammatoires et des chimiokines

[START_REF] Duncan | Thirty-five year review of a mercury monitoring service for Scottish dental practices[END_REF]

. Le virus de Theiler TMEV induit une maladie démyélinisante qui est un modèle murin de la sclérose en plaques. L'IL-1 provoque la production de médiateurs de l'inflammation tels que TNFα ou IL-6

[START_REF] Davies | The progression and topographic distribution of interleukin-1beta expression after permanent middle cerebral artery occlusion in the rat[END_REF]

. Les microgliales sont également capables de sécréter des cytokines de la famille de l'IL-12 ce qui plaide en faveur de leur capacité à présenter les antigènes. L'IL 12 est une cytokine pro-inflammatoire très importante pour favoriser l'immunité de type Th1.

En résumé, les cellules microgliales ont des rôles neuro-immunitaire multiples. Elles s'accumulent au site de lésion ou d'inflammation où elles liberent différentes substances bioactives, pro-inflammatoires, cytotoxiques ou encore neuro-protectrices.

3.

Les effecteurs moléculaires de la réponse immunitaire du SNC 3.1 Le Complément

  Chaque voie utilise des protéines soit de surface soit solubles, qui sont exprimées par presque tous les types de cellules dont les neurones et cellules gliales qui expriment la gamme complète des protéines du complément[START_REF] Griffiths | The regulation of the CNS innate immune response is vital for the restoration of tissue homeostasis (repair) after acute brain injury: a brief review[END_REF]).

	La fonction principale du complément est la reconnaissance et l'élimination des agents
	pathogènes soit par lyse directe et/ou par opsonisation permettant la phagocytose (Barnum
	2002). Il se compose de trois voies, la voie classique (CP), la voie alternative (AP), et la voie
	des lectines (figure 19).
	les voies AP génère C3 et la production ultérieure de C3b et iC3b, deux opsonines qui ciblent
	les cellules apoptotiques et vont promouvoir leur élimination par les macrophages et les
	cellules microgliales exprimant les récepteurs CR3 (CD11b/CD18) et
	CR4 (CD11c/CD18) (Ross 2002; Elward and Gasque 2003). Ces deux récepteurs sont
	également situés sur les microglies activées et les cellules Kolmer (Singhrao, Neal et al.
	1999). Ces deux types de cellules sont responsables de l'enlèvement des débris neurotoxiques
	et des cellules apoptotiques.

La voie classique via le C1q est activée par les neurones hypoxiques, les débris de myéline, d'ADN et des cellules apoptotiques. C1q est étroitement impliqué dans la clairance des cellules apoptotiques du SNC lésé

[START_REF] Farber | C1q, the recognition subcomponent of the classical pathway of complement, drives microglial activation[END_REF]

. Il a été montré que C1q est exclusivement synthétisé par les cellules myéloïdes et des cellules de la lignée monocytes macrophages, y compris les monocytes du sang périphérique, des macrophages résidents des tissus, les cellules dendritiques folliculaires et par des résidents du SNC et les cellules microgliales activées

[START_REF] Farber | C1q, the recognition subcomponent of the classical pathway of complement, drives microglial activation[END_REF]

). La synthèse de C1q dans la microglie au repos est souvent faible, mais elle augmente de façon spectaculaire dans la microglie activée.

La voie classique d'activation peut favoriser l'élimination des débris cellulaires par la microglie

[START_REF] Lynch | Microglial activation and increased synthesis of complement component C1q precedes blood-brain barrier dysfunction in rats[END_REF]

).

Les micro-organismes activent la voie alternative en se liant à C3 et C5 pour favoriser la formation du complexe d'attaque membranaire en formation. La voie des lectines n'est pas considérée comme un facteur important dans l'inflammation du SNC. L'activation de la CP et

2.1 Les Toll like récepteurs

  'expression des PRP a été démontrée dans de nombreuses cellules du système immunitaire périphérique chez les modèles invertébrés et vertébrés. Le rôle central des TLRs a été initialement découvert chez Drosophila melanogaster et plus tard chez les mammifères.Plusieurs TLRs et certains membres de la voie de signalisation des TLRs ont été détectés dans les cellules gliales et les neurones de la drosophile et apparaissent comme jouant un rôle dans le développement neural chez les larves[START_REF] Wharton | CNS midline enhancers of the Drosophila slit and Toll genes[END_REF][START_REF] Nguyen | Characterization of tolloid-related-1: a BMP-1-like product that is required during larval and pupal stages of Drosophila development[END_REF]. L'analyse de Toll chez la drosophile, a mis en évidence un rôle dans le développement du système nerveux. Cette étude montre que des embryons mutants DAW (Dawdle activine-

Llike), présentent de nombreux défauts dans le guidage axonal des neurones moteurs

[START_REF] Serpe | The metalloprotease tolloid-related and its TGF-beta-like substrate Dawdle regulate Drosophila motoneuron axon guidance[END_REF]

.

  En effet, constitutivement exprimée au sein des neurones, HmC1q s'accumule directement au niveau de la lésion du connectif et a été démontrée capable d'augmenter le recrutement d'une sous-population de cellules microgliales en réponse à la lésion. HmC1q se comporte ainsi comme une cytokine à activité chimio-attractante[START_REF] Tahtouh | Evidence for a novel chemotactic C1q domain-containing factor in the leech nerve cord[END_REF].Plusieurs neuropeptides peuvent présenter des similarités structurales et fonctionnelles avec les peptides antibactériens. Les neuropeptides présentent un rôle important dans la signalisation synaptique. Certaines de ces molécules peuvent aussi être impliquées dans la réponse immunitaire innée du SNC. Plusieurs de ces molécules ont été identifiées au niveau du SNC des invertébrés. Le peptide B, une molécule provenant de la maturation du neuropeptide proenkephalin A (PEA), a été caractérisé chez la sangsue Theromyzon tessulatum[START_REF] Tasiemski | Proenkephalin A-derived peptides in invertebrate innate immune processes[END_REF]. Ce peptide présente une forte homologie de séquence avec le peptide B bovin et possède la même activité contre les bactéries Gram positives. La PEA s'avère être présente au niveau des neurones et des cellules circulantes.

3.1 Le complément

Chez la sangsue Hirudo medicinalis, une réparation efficace de la chaîne nerveuse est possible après lésion. Ce processus physiologique nécessite la mobilisation des cellules microgliales présentes au sein du système nerveux de la sangsue et rappelle certaines phases d'une réaction inflammatoire. Une protéine homologue au facteur du complément humain C1q, nommée HmC1q, a été caractérisée et a été montrée comme impliquée dans le phénomène d'accumulation précoce de la microglie.

and functional characterization of leech circulating blood cells: Role in immunity and neural repair

  Fait intéressant, aucune capsule mélanotique n'a été observée autour des parasites in vivo, ce qui suggère que ce cestode est capable d'échapper à la surveillance immunitaire de notre modèle.Des analyses par RP-HPLC combinées à des tests antibactériens sur le plasma, nous ont permis de détecter la présence de PAMs dans le plasma. Les cellules sanguines participent donc également à l'élimination des bactéries, en produisant et en libérant trois PAMs : la Hmthéromacine, la Hm-theromyzine et la Hm-lumbricine. Une immunohistochimie effectuée sur les cellules du sang a confirmé la sécrétion de ces PAMs dans le plasma. Contrairement à l'activité phagocytaire, l'induction de gènes des PAMs ainsi que la sécrétion, semble être spécifique des agents pathogènes, ce qui suggère que les cellules du sang sont capables de discriminer les composants microbiens. Les données présentées montrent également la présence une protéine antimicrobienne nommée destabilase ayant une activité lysozyme. Des tests lyso-plate ont montré la capacité lytique de la destabilase caractérisée dans le plasma.Leurs rôles semblent comparables aux réponses établies par les cellules immunitaires des vertébrés. Il s'agit également de la première preuve de la participation des cellules sanguines d'un invertébré dans le mécanisme de réparation du SNC lésé. La compréhension des mécanismes décrivant l'interaction des cellules sanguines avec le SNC lésé de sangsue pourrait apporter des informations quant aux éléments gênant la régénération alors de lésion cérébrale chez les mammifères.Céline Boidin-Wichlacz 1,2 , David Vergote 3 , Christian Slomianny 4 , Nathalie Jouy 5 , Michel
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Cette protéine possède une activité lysozyme, contribuant ainsi à la défense contre les microorganismes. Le gène codant la destabilase n'est pas exprimé dans les cellules du sang, mais plutôt dans les cellules endothéliales délimitant les sinus.

Fait intéressant, la destabilase et l'Hm-lumbricine ont également démontré des propriétés neurotrophiques

[START_REF] Chalisova | The neurite-stimulating influence of components of medicinal leech salivary gland secretions in organotypic culture of spinal ganglia[END_REF]

. Le contact étroit entre le sang et la chaîne nerveuse, ainsi que la présence de molécules plasmatiques actives, nous a amené à considérer la participation du sang dans le processus de réparation du SNC lésé. Il est apparu que le processus de régénération du SNC axotomisé était favorisé par la présence de sang selon un mode d'action synergique, impliquant à la fois le plasma et les cellules. Des observations en microscopie électronique nous montrent la capacité des cellules sanguines à (i) adhérer au site de lésion et (ii) à s'infiltrer dans la capsule. (IF 7.047), et constitue la première caractérisation morpho-fonctionnelle des cellules sanguines d'un Annélide. Nos données décrivent une implication de ces cellules dans la réponse immunitaire cellulaire et humorale. 4, Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, Unité 800, Laboratoire de Physiologie Cellulaire, Université de Lille1, Villeneuve d'Ascq, F-59655, France 5, IFR114-IMPRT, IRCL place de Verdun, Lille cedex, F-59045, France Keywords: blood, annelid, invertebrate, immunity, neural repair, central nervous system, antimicrobial peptide
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Abstract

Unlike most invertebrates, annelids possess a closed vascular system distinct from the coelomic liquid. The morphology and the function of leech blood cells are reported here. We have demonstrated the presence of an unique cell type which participates in various immune processes. In contrast to the mammalian spinal cord, the leech CNS is able to regenerate and restore function after injury. The close contact of the blood with the nerve cord also led us to explore the participation of blood in neural repair. Our data evidenced that in addition to exerting peripheral immune functions, leech blood optimizes CNS neural repair through the release of neurotrophic substances. Circulating blood cells also appeared able to infiltrate the injured CNS where, in conjunction with microglia, they limit the formation of a scar. In mammals, CNS injury leads to the generation of a glial scar that blocks the mechanism of regeneration by preventing axonal regrowth. The results presented here constitute the first description of neuroimmune functions of invertebrate blood cells. Understanding the basic function of the peripheral circulating cells and their interactions with lesioned CNS in the leech would allow us to acquire insights into the complexity of the neuroimmune response of the injured mammalian brain.

Discussion & Perspectives

DISCUSSION ET PERSPECTIVES L'ensemble des travaux réalisés au cours de cette thèse a permis :

-la caractérisation de trois molécules, deux PAMs et une cytokine, dans le SNC d'Hirudo medicinalis.

l'étude de l'implication mais aussi de la régulation, du mode d'expression de ces molécules, dans un cadre neuro-immunitaire.

-la caractérisation des éléments du sang et l'étude de leur interaction avec la chaîne nerveuse lésée.

Ces données ont été valorisées au travers de la rédaction de trois articles. Les résultats obtenus sont discutés ci-dessous et différentes perspectives de travail sont avancées.

Les peptides antimicrobiens caractérisés au sein du SNC de la sangsue

Deux nouveaux PAMs ont été caractérisés au sein du SNC de la sangsue Hirudo medicinalis: l'Hm-lumbricine et la neuromacine. Ces deux peptides sont produits par les cellules microgliales et par les neurones en réponse à une lésion du SNC. En plus de leur activité antimicrobienne, ces molécules favorisent la réparation du SNC lésé.

L'Hm-lumbricine et la neuromacine

Le premier peptide antibactérien identifié a été l'Hm-lumbricine qui présente 78% d'identité avec la lumbricine-I, un peptide antibactérien isolé chez le lombric lumbricus rubellus [START_REF] Cho | Lumbricin I, a novel proline-rich antimicrobial peptide from the earthworm: purification, cDNA cloning and molecular characterization[END_REF], et 81% d'homologie avec le peptide PP-1, un homologue de la lumbricine-I isolé chez le ver asiatique Pheretima tschiliensis [START_REF] Wang | An antimicrobial peptide of the earthworm Pheretima tschiliensis: cDNA cloning, expression and immunolocalization[END_REF]. Comme son homologue identifié chez le lombric, l'Hm-lumbricine est un peptide linéaire. Fait intéressant, l'Hm-lumbricine ne possède pas de peptide signal. Il a été démontré que certains peptides antibactériens dépourvus de peptide signal pouvaient être sécrétés, comme par exemple PP-1, détecté dans le mucus recouvrant l'épiderme de Pheretima tschiliensis [START_REF] Wang | An antimicrobial peptide of the earthworm Pheretima tschiliensis: cDNA cloning, expression and immunolocalization[END_REF]. Une étude de la sécrétion de ce peptide en microscopie électronique couplée à de l'immunohistochimie pourrait être envisagée.

Un nouveau membre «des lumbricines» a été identifié, la lumbricine-PG (Li, Li et jours post-axotomie. Aucune variation n'a été observée 6 heures après section du connectif.

On constate à partir de 24 heures une augmentation croissante dans le temps de la quantité de messagers. En conditions aseptiques, l'induction du gène codant pour Hmp43/EMAPII semble être contrôlée par des événements physiologiques 6 heures après le traumatisme du SNC.

L'ensemble des résultats suggère qu'Hm-p43/EMAP II jouerait un rôle dans le processus de régénération en assurant le recrutement des cellules microgliales au site de lésion. Les chaînes incubées en présence de bactéries ou de motifs bactériens mettent en évidence une induction des gènes codant pour Hm-EMAP II. Aucune variation n'a été observée en présence du mannane ou du zymosan, fraction insoluble de la levure, ce qui suggère une induction spécifique des microorganismes. Ces résultats démontrent que l'induction de gène Hm-p43/EMAP II est impliquée non seulement dans les processus de régénération, mais aussi dans la réponse immunitaire de la chaîne nerveuse. La régulation positive de l'expression d'Hmp43/EMAPII pourrait résulter de deux réponses, une réponse déclenchée par des microorganismes qui se déroule quelques heures après la blessure et une mise en place des mécanismes de réparation indépendante, qui nécessite plus de temps après la blessure.

Implication d'Hm-EMAP II dans le processus anti-infectieux du SNC

Chez les vertébrés, de nombreux récepteurs spécialisés, tels que les TLRs, ont été identifiés au sein du SNC. Ces récepteurs sont capables de reconnaitre les agents microbiens et d'induire l'expression de nombreuses molécules impliquées dans la réponse immunitaire telles que des cytokines ou des peptides antibactériens.

Implication du sang dans la protection du SNC

L'immunité des invertébrés repose sur des réactions cellulaires comme la phagocytose, l'encapsulation et des mécanismes humoraux comme la coagulation, la mélanisation, la cascade du complément ou la production de composés antibiotiques. Tous ces systèmes contribuent à l'élimination des éléments étrangers. La phagocytose est un mécanisme commun aux vertébrés et aux invertébrés.

La capacité des cellules du sang à phagocyter des bactéries a été étudiée. Nos résultats mettent en avant une activité phagocytaire vis-à-vis des bactéries à Gram positif et négatif, montrant au passage une absence de spécificité dans le processus de phagocytose.

La microscopie électronique nous a permis d'observer toutes les étapes de phagocytose à savoir : la formation de pseudopodes, l'ingestion et l'assemblage de phagosomes. Les cellules sanguines se comportent donc comme des «monocytes ».

Lorsque les bactéries sont trop nombreuses ou que le corps étranger est de taille trop importante pour être phagocyté, l'organisme utilise un autre processus d'exclusion : l'encapsulement. Les cellules sanguines incubées avec des billes de séphadex ou avec des cysticerques d'un parasite naturel de la sangsue (un plathelminthe en cours de caractérisation) s'agglutinent autour de ces éléments étrangers et produisent de la mélanine, ce qui est caractéristique de l'encapsulement. Par ailleurs, la présence de capsules mélanotiques dans les muscles où le parasite se loge n'a pas été observée in vivo, suggérant que ce cestode est en mesure d'échapper à la surveillance immunitaire.

Chez les invertébrés, la mélanisation joue un rôle important dans la production de substances toxiques contre les agents pathogènes, la réparation des blessures, le durcissement de la cuticule et l'apparition de facteurs stimulant les défenses cellulaires, telles que la phagocytose ou l'encapsulement [START_REF] Cerenius | Proteolytic cascades and their involvement in invertebrate immunity[END_REF]. La mélanine, pigment de couleur foncé est également présente chez les vertébrés [START_REF] Amara | Interaction between the coagulation and complement system[END_REF]) et les plantes [START_REF] Prochazkova | Evidence for proteins involved in prophenoloxidase cascade Eisenia fetida earthworms[END_REF]). La formation de mélanine est directement associée à l'activation du système prophénoloxydase (ProPO) qui met en jeu une oxydoréductase, nommée phénoloxidase (PO). La PO présente chez de nombreux invertébrés, est souvent synthétisée par les cellules circulantes. L'ajout de L-DOPA, un substrat de la PO, dans le milieu de culture des cellules sanguines, entraine une production et une accumulation extracellulaire de mélanine.
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