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RESUME

L’accumulation des peptides AP40-42 au niveau cérébral est un élément
physiopathologique majeur de la Maladie d’Alzheimer (MA) et une cible thérapeutique
potentielle. A I’issue de résultats encourageants de vaccination par AP dans des modeles
murins de la MA, un essai clinique a été entrepris chez ’Homme. Mais il a di étre interrompu
en raison de la survenue de méningo-encéphalites chez 6% des patients, supposées liées a une
activation inappropriée de lymphocytes T. Une meilleure compréhension des réponses T
CD4+ induites par la vaccination semble donc primordiale pour I’optimisation des stratégies
vaccinales.

Nous avons cherché a identifier les facteurs génétiques qui pourraient avoir un role sur
I’amplitude et la nature des réponses vaccinales T CD4+ anti-Af chez la souris. Nous avons
mis en évidence que I’amplitude de la réponse variait en fonction des haplotypes H-2 mais
aussi de facteurs génétiques indépendants du CMH et liés a la capacité de générer des
réponses T régulatrices (Tregs) anti-Ap.

De plus, I’analyse des réponses vaccinales dans un modéle murin de MA (souris APPPS1)
semble suggérer qu’une réponse Treg inhiberait des réponses T CD4 effectrices anti-
A spontanées.

Ces observations nous ont conduits a rechercher 1’impact de ces réponses effectrices et
régulatrices dans la physiopathologie de la maladie. En inactivant les cellules Tregs, nous
avons pu mettre en évidence les fonctions anti-neuroinflammatoires et les effets bénéfiques de
ces cellules sur la pathologie amyloide et la cognition.

Ensemble, nos résultats suggeérent donc que les réponses Treg pourraient limiter 1’efficacité

vaccinale mais auraient une action neuroprotectrice dans la physiopathologie de la MA.



ABSTRACT

Cerebral accumulation of aggregated Af40-42 peptides is among the major pathological
hallmarks of Alzheimer’s disease (AD). In spite of encouraging results of A vaccination in
preclinical mouse models, the first human clinical trial had to be interrupted because of the
occurence of meningoencephalitides in 6% of the cases, supposedly related to inappropriate T
cell responses. Thus, a better understanding of vaccination-induced anti-Af CD4+ T cell
responses seems essential for the optimisation of future immunotherapeutical approaches.

We tried to identify the genetic factors that control the magnitude and the nature of
vaccination-induced AB-specific CD4+ T cell responses in mice. Both MHC-dependent and
MHC-independent genetic factors are critical parameters. Among MHC-independent genetic
factors, those that determine the individual propensity of generating Ap-specific regulatory T
cell (Treg) responses are important.

Moreover, the vaccination-induced CD4+ T cell responses analysis in an APPPS1 mouse
model of AD suggest that Tregs may inhibit anti-Af} CD4+ T cells responses that
spontaneously arise in the course of AD.

These observations led us to evaluate the impact of CD4+ effector and regulatory T cell
responses in the pathophysiology of AD. Using Treg depletion experiments, we evidenced the
anti-neuroinflammatory functions and beneficial effects of these cells on the amyloid
pathology and cognition of APPPSI mice.

Altogether, our results suggest that Treg responses may both limit vaccination efficacy and

have a neuroprotective role in the course of AD.
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PREAMBULE



Si les recherches visant a améliorer D’efficacité et 1’innocuité des stratégies
d’immunothérapie dans la maladie d’Alzheimer sont nombreuses, peu d’entre elles
s’intéressent aux potentialités des réponses T CDA4+. Les réponses T induites par la
vaccination par AP suscitent en effet peu d’intérét, car elles ont été rendues responsables des
effets secondaires de méningo-encéphalites observés chez certains patients. L’originalité de
notre approche a été non pas d’écarter ces réponses mais de chercher a comprendre les
facteurs pouvant influencer leur nature et leur amplitude, dans le but, a terme, d’optimiser leur
induction. Ceci est un projet vaste et ambitieux. Aussi avons-nous choisi dans un premier
temps de cibler nos recherches sur les facteurs génétiques liés a 1’hdte, car ce paramétre,
crucial, n’avait que peu été pris en considération dans les études précliniques antérieures.

Parmi ces facteurs, il est apparu que des mécanismes de régulation des réponses
induites par la vaccination par AP avaient des fonctions importantes. Nous nous sommes
surtout intéressés aux populations T régulatrices de type Tregs, mettant sciemment de coté
d’autres mécanismes de tolérance potentiellement impliqués.

Nous avons secondairement cherché a appréhender la fonction des cellules Tregs dans
la physiopathologie dans un modé¢le murin de la maladie. La encore, nous avons choisi de
cibler particuliérement cette population cellulaire, non seulement du fait des résultats que
nous avions obtenus dans un contexte de vaccination, mais aussi parce que les données de la
littérature les positionnent comme dotées de fonctions importantes dans la physiopathologie
d’autres maladies neurodégénératives. Il faut toutefois souligner que d’autres cellules
possédant des fonctions immunorégulatrices jouent probablement aussi un réle dans la
physiopathologie de la maladie d’Alzheimer, et que nos travaux invitent a poursuivre les

recherches dans cette voie, a la fois vaste et passionnante.



INTRODUCTION GENERALE



I. La maladie d’Alzheimer : aspects cliniques,

diagnostiques et épidémiologiques

1.1 Définition

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative, qui touche
irréversiblement différentes zones du cerveau impliquées dans 1’apprentissage et la mémoire.
Principale cause de démence des pays industrialisés, son incidence augmente rapidement,
entralnant d’importantes conséquences socio-économiques. En France, comme dans de
nombreux autres pays, mieux comprendre la physiopathologie de cette maladie et apporter

des solutions thérapeutiques efficaces sont devenus des priorités de Santé Publique.

1.2 Epidémiologie et conséquences socio-économiques

D’une manicre générale, il est tres difficile de déterminer précisément I’incidence de
cas de démences dans une population, du fait des difficultés diagnostiques de ces pathologies.
Les données épidémiologiques de 2001 estimaient la prévalence de 24 millions de cas de
démences dans le monde avec une incidence de 4.6 millions de nouveaux cas / an (Ferri et al.,
2005). En France, la prévalence était évaluée a 754 000 cas avec une incidence de 220 000
nouveaux cas / an. Aux Etats-Unis, des études plus récentes estiment la prévalence de la MA
en 2011 a une personne sur 8 agée de plus de 65 ans (http://www.alz.org).

Par projection démographique, et en absence d’intervention, on attend en France une
prévalence de plus de 1 million de cas de MA en 2040. Dans le monde, la prévalence des
démences prédite pour 2020 est de plus de 40 millions, et de plus du double en 2040. Il
semble donc impératif de déterminer des pistes de prévention, a partir des facteurs de risques
modifiables identifiés et de trouver des thérapeutiques efficaces dans ces pathologies.

La MA évolue progressivement sur plusieurs années pour aboutir iné¢luctablement a un

¢tat de dépendance physique, sociale et intellectuelle qui nuit non seulement au patient mais



aussi a son entourage. Les retombées médicales et socio-économiques de cette pathologie sont

donc énormes.

1.3 Histoire de la maladie

En 1906, le neuropsychiatre allemand Alois Alzheimer décrit la maladie chez une
patiente de 51 ans. Alzheimer correle les altérations cognitives et comportementales de la
patiente avec la présence a 1’autopsie de « foyers miliaires », agrégats de substance organique
formant des plaques a I’extérieur des neurones, et des Iésions des neurones eux-mémes
envahis de [Dintérieur et jusqu’a I’extrémité de leur prolongement par des fibres
microscopiques. Il caractérise ainsi les deux signes caractéristiques de la pathologie que sont
les plaques amyloides et les dégénérescences neurofibrillaires (DNFs).

Plus de 80 ans apres, des études au niveau moléculaire ont permis de montrer que les
plaques amyloides sont des depdts extracellulaires de peptides d’une quarantaine d’acides
aminés (« § protein » ensuite renommée peptide AB) (Glenner and Wong, 1984). Ces peptides
ont aussi €t¢ isolés de cerveaux de patients présentant un syndrome de Down (ou trisomie 21),
ce qui suggérait qu’ils étaient issus d’une protéine codée par un geéne présent sur le
chromosome 21 (Masters et al., 1985). Effectivement, la séquence codant ces peptides est peu
aprés découverte sur ce chromosome, au sein d’un géne codant une protéine d’environ 700
acides aminés : I’Amyloid Precursor Protein (APP) (Goldgaber et al., 1987). En 1987, J Kang
(Kang et al., 1987) montre que le peptide AP résulte effectivement du clivage de I’APP. En
1991, les premicres mutations sur le géne de I’APP sont décrites dans les formes familiales de
la maladie (Hardy and Allsop, 1991).

En 1963, M Kidd (KIDD, 1963) montre que les fibrilles observées par Alois
Alzheimer dans les neurones sont des filaments de 10 nm de diamétre appariés en hélice. Les
DNFs sont ensuite décrites comme étant composées de formes hyperphosphorylées de la
protéine Tau (Grundke-Igbal et al., 1986).

Ces découvertes des années 1980 initient des années de recherche intensive sur la MA,
permettant d’apporter des connaissances nouvelles et approfondies sur le métabolisme de

I’APP, la génération des peptides AP et I’homéostasie de Tau.



1.4 Diagnostic

Le diagnostic de certitude de la MA ne se fait que post-mortem, a 1’autopsie ou 1’on
retrouve les 1ésions neuropathologiques caractéristiques de la maladie.

Cliniquement, seul un diagnostic de « MA probable » peut étre donné. Ce dernier
implique actuellement plusieurs étapes : une premiere évaluation incluant 1’histoire médicale
du patient, une évaluation du statut mental, un examen clinique, des examens de

neuroimagerie et enfin des tests biologiques.

1.4.1 Neuropathologie
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(Adapted from Wong et al., Nat Neuroscience, 2002)

Figure 1 : Lésions neuropathologiques présentes dans la maladie d’Alzheimer : plaques amyloides
et dégénérescences neurofibrillaires.

Jusqu’en 1991, I’échelle diagnostique qui prévalait était celle établie par une
institution américaine spécialisée dans la MA : le CERAD. Elle se basait uniquement sur la
quantification des plaques amyloides. Cette échelle manquait de rigueur, car d’une part la
présence de plaques n’est pas spécifique de la MA - elles sont présentes chez des sujets agés
ne présentant pas de syndrome démentiel - et d’autre part I’extension de la pathologie
amyloide n’est pas proportionnelle a 1’étendue des signes cliniques.

Par le terme « pathologie amyloide », on englobe un certain nombre de lésions

phénotypiquement différentes les unes des autres mais toutes développées a la suite de



I’accumulation d’AP. On distingue ainsi des dépots diffus, des dépots focaux et des dépdts
stellaires. Certains dépots sont entourés d’une « couronne » de neurites (dendrites et axones)
et constituent ce que 1’on appelle les plaques neuritiques. La grande majorité de ces 1ésions se
situe dans la substance grise (cf figure 2). Chronologiquement, on peut distinguer 5 phases de
dépots en fonctions des territoires atteints (Thal et al., 2002) : la 1ére implique 1’isocortex, la
2¢éme I’hippocampe et le cortex entorhinal, la 3¢me le striatum et les noyaux du diencéphale,
la 4¢éme divers noyaux du tronc cérébral et la S5éme les autres noyaux du tronc cérébral et le
cervelet. Des dépdts amyloides se forment aussi au sein des parois des artéres et des
capillaires irriguant le cerveau et, a un moindre degré, au niveau du réseau veineux : ils sont

ainsi responsables de 1ésions d’angiopathie amyloide.

Figure 2 : Zones cérébrales touchées par
les lésions aux stades précoces de la MA

(paraHippocampus)
transentorhinal region

Temporal pole inferior temporal cortex

De méme, le terme « pathologie Tau» englobe les différents types de Iésions
engendrées par l’agrégation de protéines Tau hyperphosphorylées et la formation de
dégénerescences neurofibrillaires (DNFs). Ces dernieres ne sont pas spécifiques de la MA et
sont retrouvées dans d’autres maladies neurodégénératives. Les DNFs s’accumulent dans le
soma et les dendrites sous forme respectivement de « tangles » et de « neuropil threads ». On
trouve aussi une accumulation de Tau dans les axones qui forment la « couronne » des
plaques neuritiques. En 1991, H et E Braak (Braak and Braak, 1991) ont décrit I’évolution
chronologique de la pathologie Tau au cours de la maladie. Ils distinguent 6 stades. Les cortex
entorhinal et trans-entorhinal sont les premiers touchés (stades I et II), puis I’hippocampe
(stades III et I'V) et enfin I’isocortex (stade V et VI). Si les premiers stades peuvent relever du
simple vieillissement « normal », a partir du stade IV la probabilité qu’il s’agisse d’un patient
ayant souffert de MA est forte. Les stades I et II surviennent trés tot : une étude a en effet
révélé la présence de lésions de ce type a 1’age moyen de 47 ans (Duyckaerts and Hauw,

1997). Le noyau basal de Meynert et le locus coeruleus innervant respectivement le cortex en

10



acétylcholine et en noradrénaline seraient atteints dés le stade I, expliquant en partie le déficit
observé de ces neurotransmetteurs dans la MA (Sassin et al., 2000), (Grudzien et al., 2007) .

La symptomatologie et 1’évolution clinique étant mieux corrélée a la pathologie Tau
qu’a la pathologie amyloide, en 1997, de nouveau critéres diagnostiques ont été établis : ceux
du National Institute of Aging et du Reagan Institute (National Institute on Aging and Reagan
Institute Working Group, 1997). Ils prennent en compte a la fois les parametres cliniques, la
pathologie Tau et la pathologie amyloide. Ils sont désormais reconnus et adoptés par tous les
spécialistes mondiaux a la place de I’ancienne classification du CERAD.

On distingue actuellement plusieurs formes clinico-pathologiques de la maladie. Elles
different selon la nature des 1ésions prédominantes (plaques ou DNF), la manic¢re dont la
pathologie débute (Iésions de I’hippocampe (dans la majorité des cas) ou Iésions focales
corticales), la forme (génétique ou sporadique) et la présence ou non de Iésions
associées (corps de Lewy, Iésions vasculaires, sclérose de 1’hippocampe, etc) (Duyckaerts et
al., 2009). Ces différences neuropathologiques se traduisent par des présentations cliniques
différentes : les mécanismes physiopathologiques sous-tendant ces différentes formes clinico-

pathologiques pourraient étre distincts (Murray et al., 2011).

1.4.2 Diagnostic clinique

En neurologie, les symptomes observés sont en général liés a la topographie des
Iésions et non a la nature de ces derniéres. Le diagnostic d’une maladie neurologique est donc
particulicrement difficile. C’est pourquoi devant un syndrome clinique et / ou
comportemental pouvant évoquer un cas de démence, plusieurs tests doivent étre effectués
pour permettre aux cliniciens de s’orienter vers une pathologie précise.

La notion de démence, telle que définie dans le « Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders IV » (DSM IV), est un syndrome qui peut étre causé ou caractérisé par des
déficits cognitifs multiples qui incluent des troubles de la mémoire et 1’atteinte d’au moins un
autre secteur cognitif, un déclin par rapport au fonctionnement antérieur et une perturbation
des activités de vie quotidienne. L’ensemble de ces déficits ne doit pas pouvoir s’expliquer
par un syndrome confusionnel.

Pour établir un diagnostic probable de MA, le « National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke and Alzheimer’s Disease and Related Disorders

Association » (NINCDS-ADRDA) a ajouté un certain nombre de critéres: déficit d’au moins
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deux fonctions cognitives, troubles progressifs de la mémoire et absence de troubles de la
conscience. D’autres symptomes potentiellement présents, comme la désorientation spatiale,
I’absence initiale de troubles du comportement et I’age supérieur a 50 ans sont des ¢léments
supplémentaires qui permettent d’augmenter la spécificité du diagnostic.

Ces criteres du NINCDS-ADRDA sont cependant actuellement remis en cause : ils restent
en effet peu spécifiques de la MA, et ne permettent qu’un diagnostic tardif. De plus en plus
les cliniciens cherchent a se baser sur des critéres cliniques plus précoces dans I’histoire
naturelle de la maladie, dés le stade de la MA dite « prodromale » au cours de laquelle on
observe déja des troubles cognitifs 1égers (MCI, Mild Cognitive Impairment) (Dubois et al.,
2007) (cf figure 3).

Figure 3 : Progression clinique et
. neuropathologique au cours de la
o A MA. Adapté de Forlenza OV et al

BMC Medicine 2010

Vjeillissement normal

Fonctions cognitives

Maladie d’Alzheimer

Progressions des lesions

Temps
Plagques amyloides et DNFs

Pendant le satde « MCI » qui en général n’excéde pas 5 ans, le patient commence a se
plaindre de troubles cognitifs sans que cela n’ait de réel retentissement sur son autonomie.
Ces troubles concernent essentiellement la mémoire dite « épisodique », c’est-a-dire la
mémoire qui sert a « encoder » les événements inscrits dans un contexte précis de lieu et de
temps. Ils sont en rapport avec un dysfonctionnement de 1’hippocampe et des structures
temporales internes, ou ont lieu les processus d’ « encodage » (processus de sélection et
d’enregistrement des informations sensorielles qui entrent dans la mémoire). Cliniquement,
ces troubles se manifestent par des questions répétitives, des oublis fréquents de faits récents
ou d’actes a effectuer. D’autres symptdmes peuvent étre présents au cours de la MA comme

une altération des fonctions exécutives, des troubles de 1’orientation spatio-temporelle, des

12



troubles du langage, des troubles des praxies (difficulté a faire certains gestes complexes), des
troubles des gnosies (difficultés a reconnaitre des visages non familiers, des objets), etc. La
gravité de ces symptomes peut étre appréciée par un certain nombre de tests cliniques, qu’ils
soient généraux, comme le MMSE (Mini Mental Status Examination) ou ’ADAS-Cog
(Alzheimer’s Disease Assessment Scale — Cognitive Subscale), ou ciblés sur 1’étude d’un

trouble cognitif particulier (cf tableau 1).

Nom du test Principe Paramétres évalués
MMSE (Mini Mental State 18 items. Score sur 30 (si < 24: Fonctionnement cognitif global
Evaluation) suspicion de démence).
Intérét pour le diagnostic et le
suivi.
ADAS-Cog (Alzheimer’s disease 11 items Fonctionnement cognitif global
assessment scale, cognitive Intérét pour le diagnostic et le l
subsection) Suivi.
Test du RL-RI16 ou épreuve des 5 Rappel libre / rappel indicé de Mémoire épisodique (encodage
mots mots et processus de rappel)
Test du cadran de I'horloge Reproduction de dessins Praxies visuo-constructives
Figure de Rey géométrigues simples ou Fonctions exécutives
complexes
Set-test d’Isaac Test de |a flexibilité mentale, de Mémoire sémantique
Test de dénomination I'expression orale et de la Fonctions phasiques
Test de pensée conceptuelle compréhension Fluence verbale
Test de Benton Exploration fine de la mémoire Gnosies visuelles
Test d’Empan (reconnaissance de visages Mémoire de travail visuelle
célébres, mémoires de chiffres ...)
Executions de geste sur ordre verbal Praxies gestuelles
IADL (instrumental activities of daily | Evaluation de la géne Echelles d'autonomie
living) occasionnée par les troubles
PSMS (Physical Self-Maintenance cognitifs dans la vie courante
Scale)

Tableau 1 : Principaux tests cliniques utlisés pour le diagnostic de MA.

L’ensemble de ces tests ne permet cependant pas de diagnostiquer de maniére certaine la
MA. Seuls 70% des patients MCI amnésiques avec atteinte de la mémoire hippocampique
évoluent vers une MA confirmée (Jicha et al., 2006). De plus la MA est souvent associée a
des comorbidités : présence de corps de Lewy, 1ésions vasculaires, troubles psychiatriques...

ce qui complexifie les symptomes et diminue la fiabilit¢ de ces tests. Il semble donc
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indispensable d’appuyer le diagnostic clinique avec d’autres ¢léments tels que 1’imagerie ou

la biologie.

1.4.3 Imagerie

L’imagerie est une exploration complémentaire importante : elle permet en effet de
localiser les 1ésions et de corroborer le diagnostic clinique. Dans le cadre de la MA, plusieurs
examens de neuroimagerie peuvent s’avérer utiles.

L’IRM (imagerie par résonance magnétique nucléaire) est un bonne méthode
d’analyse de la mort neuronale. Elle montre une atrophie de 1’hippocampe, détectée trés
précocement, dés le stade « MCI » (Lehéricy et al., 2007).

La médecine nucléaire utilisant des radio-isotopes permet de visualiser des aspects
fonctionnels des zones cérébrales. La scintigraphie cérébrale de perfusion (SPECT) met ainsi
en évidence une hypoperfusion des régions temporo-pariétales.

La tomographie a émission de positons (TEP) utilisant du fluorodeoxyglucose (TEP-
FDG) permet d’apprécier le métabolisme glucidique des neurones au repos. Il montre un
hypométabolisme au niveau des régions temporales, pariétales et du cingulum postérieur.
C’est un examen d’une trés grande sensibilité mais relativement peu spécifique de la MA

En 2004, Klunk et coll (Klunk et al., 2004) utilisent pour la premiére fois le composé
B de Pittsburgh (PIB) en TEP. Ce composé est un ligand qui se fixe aux dépdts fibrillaires
amyloides. Ce nouveau type d’imagerie permet non seulement de localiser les dépots
amyloides mais aussi d’apporter une information quantitative sur leur nombre. La TEP-PIB
est vite apparue comme dotée d’un intérét diagnostic primordial. Il semble toutefois que 10 %
des patients non déments soient positifs au PIB : la valeur prédictive positive de ce marqueur
n’est donc pas absolue.

L’imagerie, associée a la clinique, permet souvent de faire le diagnostic différentiel de
MA vis-a-vis d’autres types de démences. Cependant, il existe aussi des formes de MA avec
des présentations cliniques atypiques. Les processus biologiques et les biomarqueurs trouvent

alors pleinement leur place comme ¢éléments diagnostiques.
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1.4.4 Biomarqueurs :

Depuis les années 1990, de nombreuses études ont ét¢ lancées dans le domaine mais
peu de marqueurs réellement discriminants en terme de sensibilité et de spécificité ont pu étre
mis en ¢évidence dans le sang. Actuellement, aucun marqueur sérique n’est utilisé en
« routine » pour le diagnostic de la MA. Des essais de mesure de différentes formes d’AP
dans le sang ont donné des résultats inconstants. Ces résultats décourageants sont
probablement expliqués par le fait que I’AB plasmatique dérive non seulement de 1’ A produit
au niveau cérébral, mais aussi de celui produit au niveau d’autres tissus en périphérie (Mehta
et al., 2000). Des approches protéomiques et multiplex ont permis la découverte d’autres
candidats biomarqueurs potentiels. Ainsi 18 protéines ont été identifiées comme facteurs
prédictifs d’évolution vers la MA chez des patients MCI, parmi lesquelles des cytokines et
des chimiokines (Ray et al., 2007). Ces résultats n’ont toutefois pas été¢ confirmés dans toutes
les études ultérieures (Reddy et al., 2011).

Plusieurs molécules d’intérét ont par contre pu étre identifiées dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR). Leur dosage simultané contribue au diagnostic de MA de maniére effective.
Dans le LCR d’individus normaux, AP, Tau et différentes formes phosphorylées de Tau ont
pu étre mises en évidence (Seubert et al., 1992), (Vanmechelen et al., 2000). Comparés a ces
individus, les patients atteints de MA ont des taux d’AP fortement diminués (d’environ 50 %)
alors que ceux de Tau et de Tau phosphorylée sur les résidus thréonine aux positions 181 et
231 sont augmentés d’un facteur 3 environ (Tapiola et al., 2009). Une étude multicentrique
dans des cohortes de patients MCI a estimé la sensibilité et la spécificité¢ de ces marqueurs,
comme facteurs prédictifs d’évolution vers une MA, a respectivement 83% et 72% (Mattsson
et al., 2009). Mais c’est le rapport AB/Tau qui semble étre le marqueur le plus discriminant
aux stades précoces et peu symptomatiques (Fagan et al., 2007), (Li et al., 2007). Un score, le
IATI (Innotest Amyloid Tau Index), prenant en compte a la fois les concentrations de Tau et
d’AB42 est de plus en plus utilis¢ dans les études cliniques. Il est basé sur la comparaison
entre la concentration d’AB42 mesurée et la référence relative d’AB42 calculée a partir des
concentrations de Tau. Il présente I’avantage d’étre d’interprétation trés simple : un score <1

signe un profil pathologique, possiblement une MA.
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I.5 Etudes épidémiologiques et facteurs de risque

génétiques

Les formes génétiques « monogéniques » de la MA concernent moins de 1% des cas.
Trois génes principaux ont ét¢ incriminés : le géne de I’APP (amyloid precursor protein) dans
9% des cas (Goate et al., 1991), le géne de la préseniline 1 (PSENI) dans 69% des cas
(Schellenberg et al., 1992) et le géne de la préséniline 2 (PSEN2) dans 2% des cas (Levy-
Lahad et al., 1995). Un quatrieme, SORLI (sortilin-related receptor), a aussi ét¢ décrit comme
lié¢ génétiquement a des formes tardives de MA monogénique (Rogaeva et al., 2007).

La plupart des mutations décrites sur le gene de I’APP sont situées a proximité de la
séquence codant le peptide AP : elles influent probablement sur les activités des différentes
enzymes impliquées dans le processing de I’APP (alpha-, beta- ou gamma-secrétases).
D’autres mutations sont présentes dans la séquence codant le peptide AP et jouent
probablement directement sur la capacité d’agrégation du peptide Ap42.

Les présénilines 1 et 2 (PS1 et 2) sont deux constituants du complexe gamma-
secrétase. Les mutations décrites se traduisent par un probable gain de fonction du complexe
enzymatique, qui entraine un clivage de I’APP déséquilibré vers la production d’AB42 par
rapport aux autres especes de peptides AP (Qian et al., 1998).

La protéine SORL1 est impliquée dans le processing et le transport intracellulaire de
I’APP. Elle empécherait la formation d’un complexe entre I’APP et la beta-secrétase, et
limiterait ainsi son clivage (Spoelgen et al., 2006). Les mutations décrites sur SORLI
pourraient entrainer une perte de fonction et avoir pour conséquence une augmentation de la
production des peptides Ap.

La découverte des mutations sur l’ensemble de ces genes, dans les formes
monogéniques de la MA, a grandement contribué¢ a I’émission de I’hypotheése amyloide.
Selon celle-ci, c’est la pathologie amyloide qui serait a 1’origine des autres 1ésions et des
troubles cognitifs observés dans la MA.

Par ailleurs, des mutations sur le géne codant la protéine Tau ont aussi été décrites
mais elles ne donnent pas lieu a la MA. Elles sont associées a d’autres types de démences,

communément regroupées sous le terme de « tauopathies ».

Les cas de MA « sporadiques », c¢’est-a-dire sans transmission Mendelienne évidente,

restent de loin les plus fréquents. Sous cette forme, la MA touche principalement des sujets de
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plus de 75 ans. Cependant, s’il est généralement admis qu’une maladie « tardive » a une
composante génétique faible, des études sur des jumeaux di- et monozygotes ont établi un
risque non négligeable attribuable aux déterminants génétiques dans la MA sporadique
(supérieur a 60%) (Ashford and Mortimer, 2002). Elle apparait comme une maladie
multifactorielle dont la survenue serait la résultante d’une combinatoire de nombreux facteurs
environnementaux (pour une part d’environ 40%) et de facteurs génétiques complexes (pour
une part d’environ 60 %).

En 1993, I’allele ApoE €4 est identifié comme un facteur de risque de développer une
MA sporadique (Corder et al., 1993). Les individus hétérozygotes pour I’alléle &4 ont en effet
un risque relatif de faire une MA supérieur a 3, les individus homozygotes de presque 12.
L’apolipoprotéine E (ApoE), produite par le foie, est un régulateur important du métabolisme
des lipoprotéines plasmatiques. Elle est produite a des taux élevés dans le systeme nerveux
central ou elle est présente dans des structures « HDL (High Density Lipoprotein)-like »
secrétées par les astrocytes (Kim et al.,, 2009). Il existe plusieurs hypothéses tentant
d’expliquer comment ’apoE pourrait influencer la pathogénese de la MA : en liant les
peptides AP sous formes solubles, elle permettrait leur élimination et empécherait leur
agrégation (Kim et al., 2009). Elle aurait par ailleurs une activité anti-neuroinflammatoire en
activant la signalisation via le LDL-R (Low Density Lipoprotein Receptor) (Pocivavsek et al.,
2009). Cette activité serait variable selon les isoformes : celle de 1’allele &4 étant la plus
faible (Vitek et al., 2009).

Entre 1993 et 2009, aucun autre géne de prédisposition n’a été identifié. A partir de
2009, grace a la technique du Genome Wide Association Study (GWAS), étudiant les
associations indirectes de polymorphismes non fonctionnels avec la maladie, d’autres genes
ont pu étre mis en évidence. Cette technique, basée sur 1’é¢tude de centaines de milliers de
« single nucleotide polymorphisms » (SNPs) par une technologie de type micropuce, est
d’une trés grande sensibilité car elle permet d’étudier des variations génétiques sur I’ensemble
du génome humain. Les variations génétiques ainsi identifiées comme associées a la MA
sporadique concernent les génes CLU (clusterine ou apoliproteine J, odd ratio : 0.86), CRI
(récepteur du complément 1 (fractions C3b/C4b), odd ratio: 1.21) et PICALM
(phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein, odd ratio 0.86) (Harold et al., 2009),
(Lambert et al., 2009). Les génes BIN! (bridging integrator 1), EXOC3L2 (sialic acid binding
Ig like lectin (CD33), MS444A4 (membrane spanning 4A gene cluster), CD2AP (CD2
associated protein), EPHAI (ephrin receptor Al) et ABCA7 (ATP binding cassette
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transporter) ont secondairement aussi été rapportés comme facteurs de risque associés a la
maladie (Seshadri et al., 2010), (Naj et al., 2011), (Hollingworth et al., 2011b). Il reste
cependant encore a déterminer les alléles fonctionnels reliés a ces associations. Ensemble, ces
genes expliqueraient environ 50% des MA sporadiques (Hollingworth et al., 2011a). Les odd
ratios de ces SNPs sont compris entre 1.1 et 1.2 : ce sont donc des facteurs de risque d’une
bien moindre importance que ’allele &4 de I’ ApoE.

La découverte de I’implication de certains polymorphismes de ces génes dans la MA
reste cependant cohérente avec I’hypotheése amyloide. PICALM, BINI, CD33 et CD2AP sont
en effet impliqués dans les mécanismes d’endocytose, phénomene indispensable a la
production des peptides AP. La clusterine et CR1 sont, comme 1I’ApoE, impliqués dans la voie
de dégradation des peptides amyloides. Il faut aussi remarquer que 5 de ces loci « a risque »
ont des fonctions dans le systéme immunitaire et I’inflammation (CLU, CRI, ABCA7, CD33
et EPHAI) et que 3 ont un role dans le métabolisme des lipides (4poE, CLU et ABCA7). Ces
découvertes soulignent le fait que d’autres mécanismes, indirectement liés a la production ou
a un défaut d’¢limination des peptides AP, pourraient &tre impliqués dans le processus
pathologique.

Prés de la moitié des cas de MA sporadiques reste encore inexpliquée : des analyses de
type GWAS ou des méta-analyses encore plus étendues pourraient révéler 1’implication
d’autres geénes, mais ces techniques manquent de puissance pour révéler des variations rares.
Des parametres épigénétiques pourraient aussi jouer un réle, comme semblent le suggérer des

¢tudes sur des jumeaux monozygotes (Ketelaar et al., 2011).

1.6 Etudes épidémiologiques et facteurs de risque

environnementaux

Un certain nombre de facteurs environnementaux ont été rapportés comme pouvant
limiter ou exacerber le risque de développer une MA. Des études épidémiologiques ont
montré I'influence de I’age, de I’histoire familiale et de blessures a la téte ayant entrainé une
perte de conscience comme facteurs de risque de développer une MA.

D’autres études ont été entreprises pour rechercher des facteurs de risque modifiables.
Des niveaux d’éducation ¢élevés ont ainsi été associés a un moindre risque de développer la
maladie (Bennett et al., 2003) et la notion de «réserve cérébrale » a été évoquée pour

expliquer ces différences (Stern et al., 1994). Le concept de « réserve cérébrale » (parameétre
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li¢ aux nombres de neurones et de connexions) suggere que certains individus auraient plus de
capacités a tolérer les lésions qui se développent au niveau cérébral, sans pour autant
présenter de symptomes cliniques. I combine les bénéfices sur la cognition apportés par
I’éducation, le travail et les activités mentales effectuées par un individu tout au long de sa
vie. Les individus qui pratiquent un exercice physique régulier auraient aussi une pathologie
amyloide diminuée (Liang et al., 2010). L’obésité et la consommation d’alcool seraient deux
facteurs de risque importants (Beydoun et al., 2008),(Anstey et al., 2009) et certaines
pathologies seraient aussi associées a un risque plus élevé de développer une MA, tels
I’accident vasculaire cérébral (Savva and Stephan, 2010), le diabéte (Lu et al., 2009),
I’hypertension artérielle (Qiu et al., 2005) et ’hypercholestérolémie (Anstey et al., 2008). Les
¢tudes actuelles sur les effets des traitements anti-hypertenseurs ou anti-cholestérolémiant sur
I’incidence de la MA n’ont cependant pas encore montré de résultats bénéfiques.
Globalement, un certain nombre de facteurs de risque modifiables se superpose et
finalement, la meilleure prévention semble se résumer a un mode de vie sain en termes
d’activités physiques, d’alimentation et d’« entrainement mental ». Cependant, I’ensemble des
données sur les facteurs environnementaux a été considéré comme peu robuste par un groupe
d’experts Américains qui a récemment conclu que 1’on ne pouvait émettre de

recommandations de prévention (Lancet Neurology, 2010).
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IT) Physiopathologie de 1a Maladie d’ Alzheimer

La physiopathologie de la MA n’est pas encore connue de maniere précise. Elle repose
sur des hypotheses établies d’apres les données progressivement collectées chez I’Homme ou
déduites d’études de modeles animaux.

Nous tacherons d’abord de faire un état des lieux des modeles murins existants et
détaillerons succinctement leurs modalités d’étude. Nous nous attarderons ensuite sur la
description des mécanismes physiopathologiques identifiés comme ayant un rdle dans
I’altération de ’homéostasie cérébrale au cours de la maladie. Enfin, nous terminerons par la
présentation des différentes hypothéses physiopathologiques, toujours débattues a I’heure

actuelle.

I1.1 Modéles animaux de la maladie d’Alzheimer

I1.1.1 Généralités

Les maladies neurodégénératives liées a 1’age sont presque exclusivement humaines.
Bien que certains primates et d’autres especes de mammiferes évoluées présentent des aspects
similaires a ’Homme concernant le vieillissement cérébral, ils développent rarement les
mémes lésions neuropathologiques et surtout les mémes phénotypes cliniques que ceux
observés chez I’Homme. Certains primates, ours et chiens agés peuvent développer une
amylose cérébrale spontanée (Selkoe et al., 1987). Des DNFs ont aussi été observées chez les
babouins (Schultz et al., 2001), les ours et les moutons agés (Nelson et al., 1994). Une espéce
de 1émuriens (Microcebus murinus) peut développer une maladie avec des troubles cognitifs
et comportementaux similaires a ceux observés dans la MA (Bons et al., 1992). Ces animaux
présentent un processus neurodégénératif associant perte neuronale, atrophie cérébrale,
accumulation de plaques amyloides, pathologie Tau et perte des neurones cholinergiques.
Cependant, ce modele « naturel » a aussi des limites car, si 20% de ces animaux développent
la maladie, aucun ¢élément ne permet de prédire lesquels. Aucune Iésion spontanée de type
amyloide ou DNFs n’a été décrite chez les rongeurs ou d’autres espeéces animales moins

évoluées.
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Les similitudes phénotypiques entre les formes familiales de la MA et les formes
sporadiques, ainsi que le manque de modéles animaux naturels facilement utilisables a
conduit au développement de modeles génétiquement modifiés, basés sur les mutations

observées dans les formes familiales de la maladie (mutations sur I’APP et sur la PS1).

I1.1.2 Mode¢les génétiquement modifiés

Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans et le poisson ze¢bre se sont révélés
étre d’une grande utilité pour 1’étude de la biologie cellulaire et des mécanismes moléculaires
de la maladie. Ce sont des modeles de choix pour cribler de potentiels candidats-médicaments
(Gotz and Ittner, 2008). Mais le systéme nerveux simplifi¢ de ces organismes et la distance
phylogénétique de ces animaux a I’Homme limitent leur usage comme modeles de la maladie.

Les mod¢les murins génétiquement modifiés restent de loin les plus utilisés en
recherche physiopathologique (Duyckaerts et al., 2008). De trés nombreux modeles ont été
développés : des souris simples transgéniques exprimant I’APP humaine mutée, des souris
doubles transgéniques (APP et PS1 humaines mutées) et méme des souris triples
transgéniques (APP, PS1 et Tau humaines mutées).

Ces modeles développent une accumulation progressive d’AB dans le parenchyme
cérébral, formant des plaques diffuses et neuritiques dans des régions du cerveau similaires a
celles touchées dans la maladie humaine. Ils présentent aussi pour la plupart, mais a des
degrés variables, des 1ésions d’angiopathie amyloide cérébrale. Au niveau neuropathologique,
on observe une activation microgliale et astrocytaire, des signes de neuroinflammation et des
Iésions de stress oxydant. Les modeles simples et doubles transgéniques, contrairement au
modeles triples transgéniques, ne présentent pas de DNFs spontanément et peu ou pas de mort
neuronale. Cependant, on note des altérations cognitives (tests d’apprentissage), ainsi que des
modifications électrophysiologiques (Long Term Potentiation) au niveau de I’hippocampe
dans I’ensemble de ces modeles murins. Selon le nombre et la nature plus ou moins agressive
de la (ou des) mutation(s) du (ou des) transgeéne(s), le délai d’apparition des 1ésions et des

signes cliniques est trés variable.
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Modéles murins simples transgéniques

L’ APP murine différe de seulement 17 aa par rapport a I’APP humaine. Trois de ces
différences sont localisées dans la séquence d’AP aux positions 5, 10 et 13. Contrairement a
ce que I’on observe chez ’Homme, une augmentation de 1I’expression ou une duplication du
géne de I’APP murine n’induit pas ’apparition de dépots d’Ap. La transgénese avec un gene
humain muté est donc nécessaire.

Il existe actuellement plus de 25 mutations ou duplications génomiques de I’APP
humaine décrites, souvent nommées par le lieu géographique ou elles ont été¢ identifiées :
parmi celles-ci les mutations Swedish, London ou Indiana (K670N/M671L, V7171 et V717F
respectivement) ont été particulierement utilisées pour la génération des souris transgéniques.
Ces genes humains mutés ont été micro-injectés chez la souris sous divers promoteurs :
PDGF, Thy-1, Thyl.2 ou PrP, plus ou moins spécifiques des neurones. Tous permettent
cependant une expression préférentielle - si ce n’est exclusive - dans le SNC.

Selon la nature et la cinétique d’apparition des 1ésions, on distingue des modéles avec
des dépdts amyloides essentiellement au niveau du parenchyme (souris PDAPP (Games et al.,
1995)), des modeles avec des dépots importants au niveau vasculaire (souris APP23
(Sturchler-Pierrat et al., 1997) ), ainsi que des mod¢les « lents » (souris Tg2576 (Hsiao et al.,
1996) premiers dépdts a 1’dge de 9 mois) et des modeles « agressifs » (souris Tg CRNDS
(Chishti et al., 2001), premiers dépOts a 5 mois mais tests comportementaux perturbés des 11

semaines)).

Modéles murins doubles transgéniques

Si plus de 170 mutations ont été décrites chez I’Homme sur les génes des présénilines
1 et 2 dans les cas de formes familiales de la MA, I’expression des transgénes humains mutés
seuls chez la souris, bien qu’augmentant la production d’Ap, n’induit pas de Iésion évidente.
Il semble cependant que certains transgeénes perturbent ’homéostasie calcique, engendrent
une atteinte du transport axonal et induisent une hyperphosphorylation de Tau (Duyckaerts et
al., 2008).

La co-injection des transgenes APP et PS1 mutés rend la pathologie plus agressive
avec des délais d’apparition plus précoce des plaques. Ainsi la premiere souris APPPSI
décrite présentait des dépdts amyloides des 1’age de 4 mois (Holcomb et al., 1998). La souris

APPswe/PS1deltaE9 est un modele un peu plus aggressif avec développement d’importantes
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Iésions d’angiopathie amyloide (Garcia-Alloza et al., 2006). La souris APP PS1 de Mathias
Jucker (Université de Tiibingen, Allemagne) présente un tableau encore plus rapide du fait de
’utilisation d’une mutation trés agressive sur le transgéne de la PS1 : les premiers dépdts
amyloides apparaissent dés 1’age de 6 semaines (Radde et al., 2006). Enfin, un modele a été
développé, contenant 5 mutations sur I’ensemble des deux transgenes (souris SXFAD (Oakley

et al., 2006)) : ces souris développent une perte neuronale importante.

Modéles murins triples transgéniques

Comme nous 1’avons vu, les mutations sur le géne Tau ne sont pas associées a des
formes génétiques de MA, mais a des formes de démence fronto-temporale. Cependant,
devant I’absence de DNFs dans les modeles simples et doubles transgéniques, des modéles
triples transgéniques incluant des mutations de Tau humaine ont été générés. Parmi ceux-ci le
plus étudi¢ est le modele 3xTg-AD (Oddo et al., 2003). Au départ, AR s’accumule en
intracellulaire, puis les premiers dépots d’AP apparaissent et enfin la pathologie Tau se
développe. Si ce modele présente 1’ensemble des 1ésions existantes dans la MA, sa relevance,
du fait de I’insertion de trois transgeénes humains mutés, est tout de méme incertaine. Les

travaux s’y rapportant sont donc a considérer avec précaution.

11.1.3 Méthodes d’étude de ces modéles

En dehors des études histologiques permettant d’apprécier ’intensité de la pathologie
amyloide, la pathologie Tau, le degré de neuroinflammation, la neurogénese, les pertes
synaptiques et neuronales, un certain nombre de « techniques » ont été développées autour de
ces modeles animaux afin d’avoir un « read-out » plus fonctionnel.

Parmi celles-ci, nous nous attarderons plus partiuclierement sur les techniques
comportementales destinées a apprécier les déficits cognitifs, et sur 1’électrophysiologie de

I’hippocampe, véritable reflet de la plasticité synaptique.
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I11.1.3.1 Tests comportementaux

Ces tests permettent de mesurer différents types de mémoire liés au fonctionnement
normal de I’hippocampe, notamment les capacités d’apprentissage, de mémoire spatiale et de
reconnaissance d’objet. Nous n’en détaillerons que les plus importants :

- le Morris Water Maze (piscine de Morris) permet d’apprécier la mémoire de référence
spatiale. Les souris sont entrainées dans une piscine circulaire remplie avec de I’eau
rendue opaque. Une plateforme est cachée juste sous la surface de I’eau. Les souris
nagent jusqu’a ce qu’elles trouvent la plateforme. De nombreux parameétres sont
mesurés comme le délai de démarrage, le temps mis pour trouver la plateforme... Le
test comprend deux phases : une phase d’acquisition suivi d’une phase de test inversée
ou la plateforme est placée du c6té opposé.

- Le Y Maze (labyrinthe en Y) mesure la mémoire de travail spatial. Le labyrinthe, en
forme de Y, est bloqué au niveau d’un bras le temps que la souris explore les deux
autres bras pendant environ 15 minutes. Apres plusieurs heures, la souris est remise
dans le Y mais, cette fois, les trois bras sont accessibles. On mesure alors le temps que
la souris passe a explorer le « nouveau bras » : plus il est important, meilleure est
évaluée la mémoire de la souris.

- Le Barnes Maze (labyrinthe de Barnes). Ce test est a rapprocher du Morris Water
Maze. Le labyrinthe est composé d’un plateau circulaire contenant un certain nombre
de trous en périphérie. Une boite est disposée sous un des trous. La souris est soumise
a un stress auditif qui déclenche le besoin de se cacher. Elle explore donc les différents
trous jusqu’a trouver la boite. La aussi, comme le Morris Water maze, un certain
nombre de parametres (latence, vitesse, nombre d’erreurs, etc) est mesuré. De méme,
le test se divise en deux phases : une phase d’apprentissage et une phase de test au
cours de laquelle la boite est retirée et le temps passé par la souris autour du trou ou
¢tait préalablement disposé la boite est mesuré.

- Le test de reconnaissance d’un nouvel objet. Les souris sont placées dans un enclos
dans lequel elles sont en présence de 2 objets pendant une période définie. La souris
est retirée puis remise dans 1’enclos dans lequel un des deux objets a été¢ remplacé par

un nouvel objet. Le temps passé a explorer le nouvel objet est alors mesuré.

24



11.1.3.2 Electrophysiologie de I’hippocampe :

Certaines synapses dans la région CA1 de I’hippocampe jouent un rdle primordial dans
I’établissement de la mémoire a long-terme. Des coupes d’hippocampe peuvent Etre
effectuées et les neurones du CAl étudiés in vitro avec des é€lectrodes. D’autres techniques
plus récentes permettent aussi d’étudier 1’électrophysiologie de I’hippocampe in vivo. Le
principe est le méme et cible le phénoméne de « long-term potentiation » (LTP). En effet, la
stimulation rapide, intense et répétée des neurones présynaptiques sensibilise les synapses, si
bien que pour un niveau de stimulation définie du neurone pré-synaptique, le potentiel
d’action généré dans le neurone post-synaptique augmente : c’est le phénomene de LTP, qui
peut durer plusieurs semaines. Il reflete la plasticité synaptique.

Ce processus met en jeu différents types de récepteurs au glutamate : les récepteurs
AMPA et les récepteurs NMDA. Le glutamate, issu des terminaisons pré-synaptiques, active
les récepteurs ionotropes AMPA sur le neurone post-synaptique, ce qui induit une entrée
d’ions sodium et une dépolarisation de la membrane. En conséquence, les canaux calciques
voltages-dépendant induisent un flux calcique dans la cellule post-synaptique. Le flux
calcique est majoré par un effet direct du glutamate sur un autre récepteur ionotrope : le
récepteur NMDA. Le calcium agit ensuite comme un second messager pour activer des
enzymes en cascade et des facteurs de transcription qui induisent des modifications
biochimiques et structurales dans le neurone.

Le phénoméne de LTP peut étre séparé en deux phases. La phase de LTP « précoce »
implique une augmentation de la sensibilit¢ de la synapse a un nouveau stimulus mais sans
qu’il y ait induction de transcription de génes. La phase de LTP « tardive » survient en cas de
stimulation encore plus soutenue. Elle implique la transcription de genes et la traduction
d’ARNm. Elle aboutit a une augmentation du nombre de récepteurs AMPA sur le neurone
post-synaptique, a une augmentation de la taille de la synapse ainsi qu’a la formation de
nouvelles synapses entre les neurones pré- et post-synaptiques (Toni et al., 1999).

A Tinverse, une stimulation électrique lente et faible des neurones du CAl de
I’hippocampe entraine un phénoméne de « long-term depression » (LTD), signe d’une

diminution de sensibilité¢ des synapses a de nouveaux stimuli.
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I1.1.4 Limite des modeles animaux

Si ces modeles reproduisent bien la pathologie amyloide humaine, et présentent souvent
des modifications électrophysiologiques et comportementales assimilables a celles observées
chez I’'Homme, ils différent cependant sur de nombreux points qui en font des modéles
imparfaits :

- La structure et les propriétés physicochimiques des dépdts amyloides semblent
différentes entre ’Homme et la souris : ainsi les plaques retrouvées chez la souris
APP23 sont totalement solubles dans du SDS, contrairement aux plaques de cerveaux
humains, plus résistantes chimiquement et physiquement (Kuo et al., 2001). Une des
explications possibles est I’absence de modifications post-traductionnelles chez la
souris comme la dégradation N terminale, 1’isomérisation, la formation de résidus
pyroglutamyl, I’oxydation ... La capacité de fixation du PIB sur les dépdts chez la
souris est plus de 500 fois inférieure a celle des plaques humaines (Klunk et al., 2005).

- Les lésions de type DNF n’existent que dans les modeles triples transgéniques. Or ces
lésions sont d’une importance capitale dans la maladie humaine : elles sont, rappelons-
le, les plus corrélées avec les manifestations cliniques.

- La perte neuronale est difficilement reproduite dans les modeles animaux. Elle n’est
présente que dans des modeles tres agressifs de la maladie.

- Les observations effectuées dans les différents modeles développés sont souvent
hétérogenes et parfois mémes contradictoires, complexifiant ainsi les interprétations et
les extrapolations & I’Homme. Il semble donc important, dans des perspectives
thérapeutiques, de confirmer des effets potentiels sur des modeles reproduisant

plusieurs aspects de la physiopathologie (Jucker, 2010).

Malgré ces insuffisances, ils ont tout de méme contribué¢ a faire avancer notre
compréhension de la MA. En effet, ces animaux peuvent étre considérés comme de bons
modeles d’amylose cérébrale. La relation entre pathologie amyloide et déficits cognitifs est
ainsi apparue difficile et complexe. Finalement, les données de la littérature ont permis de
revenir sur I’hypothése amyloide, de la faire évoluer, de recentrer la recherche sur les
cofacteurs pouvant contribuer a la toxicité¢ d’Ap ou sur des localisations ou des conformations
d’AB « extraplaques » tels les oligomeres ou I’ A intracellulaire, comme nous le verrons par

la suite. Elles ont aussi permis de redonner une place importante a la pathologie Tau.
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Un autre modele plus « physiologique » et de plus en plus utilis¢ comme modele de MA
précoce ou de MCI est le modele de souris SAMPS8 (« senescence-accelerated prone mouse
strain 8 »). Ce mod¢le est basé¢ sur le vieillissement accéléré : ces souris présentent une
détérioration de 1’apprentissage et de la mémoire, due a un stress oxydant important. Elles
semblent aussi développer précocement des altérations du métabolisme de 1’APP, une
hyperphosphorylation de Tau et une diminution des taux d’acétylcholine dans le cerveau

(Pallas et al., 2008).

I1.2 Origines et conséquences des lésions

I1.2.1 Pathologie amyloide

Les peptides AP sont issus du catabolisme d’une proteine transmembranaire : 1’APP
(amyloid precursor protein). Il existe 3 principales isoformes de I’APP longues de 695, 751 et
770 acides aminés (aa).

Les isoformes de 751 et 770 aa possédent un domaine inhibiteur de protéase de type
Kunitz (domaine KPI) et sont préférentiellement exprimées en dehors du cerveau, notamment
sur les plaquettes et les leucocytes. Le domaine KPI permettrait de controler les événements
protéolytiques survenant au niveau de la membrane cellulaire et de réguler ainsi la protéolyse
de I’APP. Ces isoformes auraient un role dans I’hémostase (Van Nostrand et al., 1989),
(Smith et al., 1990).

Les leucocytes et la microglie expriment aussi une isoforme particuli¢re : la L-APP
générée par le splicing de I’exon 15. Ce splicing crée un site de liaison pour des
protéoglycanes de type chondroitine sulfate. Il influe donc probablement sur le catabolisme de
I’APP dans ces types cellulaires. Il permet aussi une interaction moléculaire entre APP et
matrice extracellulaire, et pourrait indiquer un rdle de la L-APP dans la mobilité tissulaire de
ces cellules (Li et al., 1999).

L’isoforme de 695 aa, sans domaine KPI, est fortement exprimée au niveau cérébral,
particulierement par les neurones. Elle est présente principalement au niveau des synapses, a
la fois dans le systéme nerveux central et périphérique. Sa fonction n’est pas encore
véritablement connue mais la séquence de la protéine étant trés conservée au cours de
I’évolution, elle est probablement importante. La délétion du geéne n’est pas 1étale mais ceci

s’explique probablement par le fait que d’autres protéines, comme APLP1 et APLP2,
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pourraient avoir des fonctions redondantes (Wang et al., 2005). Des résultats récents
suggerent un role de I’APP dans la régression des « branches» des axones (« axonal
pruning ») et dans la migration neuronale lors du développement (Nikolaev et al., 2009),
(Young-Pearse et al., 2010). L’APP contribuerait aussi aux fonctions d’apprentissage et de
mémoire (Ring et al.,, 2007). Enfin, les souris déficientes en APP et en son homologue
I’APLP2 (APP like protein 2) montrent un défaut de développement et de fonctionnement
des synapses a la jonction neuromusculaire (Wang et al., 2005).

De nombreux types cellulaires dans différents tissus de 1’organisme produisent des
peptides AP 40-42 issus du catabolisme de I’APP. Ces peptides sont retrouvés
physiologiquement dans différents fluides physiologiques (LCR, plasma). L’origine de I’AB
circulant dans le plasma serait essentiellement son relargage par les plaquettes (Chen et al.,
1995). L’accumulation tissulaire des peptides AP et la formation de plaques extracellulaires
semblent survenir presque exclusivement au niveau cérébral, suggérant que des facteurs
spécifiques du systéme nerveux central (isoforme, enzymes, dralnage particulier, etc) sont
impliqués dans le développement de la pathologie amyloide. Il faut aussi noter qu’on observe
une accumulation d’Af intracellulaire dans une pathologie particuliére: la myosite a
inclusion. Des dépdts d’ A auraient aussi été observés dans la peau (Joachim et al., 1989).

Au niveau biochimique, la protéolyse de I’APP peut se faire a différents niveaux et
met en jeu D’action séquentielle de plusieurs enzymes ou complexes enzymatiques appelés
respectivement alpha-, beta- et gamma-secrétases. Trois enzymes avec une activité alpha
secrétase ont été identifiées, toutes appartenant a la famille ADAM (ADAMSY, 10 et 17). La
beta-secrétase est aussi appelée BACEIL. La gamma secrétase est un complexe d’enzymes
compos¢ des présénilines 1 et 2 (PS1 et 2), de la nicastrine, de PEN2 (presenilin enhancer 2)
et de APH1 (anterior pharynx defective 1).

Le clivage de I’APP peuvent se faire selon 2 voies métaboliques distinctes: une voie
amylogene, aboutissant a la génération des peptides AP, et une voie non amylogene (cf figure

4).
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Figure 4 : Métabolisme de ’APP. D’aprés Mattson M.P, Nature, 2004

Au cours de la voie non amylogene, 1’alpha-secrétase clive ’APP au niveau de son
ectodomaine (en position 83): ceci aboutit a la génération d’un fragment extracellulaire
dénommé sAPPa et a un fragment transmembranaire : le C83. La gamma-secrétase peut alors
cliver ce dernier, générant d’une part un fragment cytosolique dénommé AICD (APP
IntraCellular Domain) et d’autre part de petits fragments de peptides d’environ 20-25 acides
aminés comme P3, AB 17-40 ou AP 17-42.

La voie amylogeéne implique les actions successives de la beta-secrétase et de la
gamma-secrétase. La beta-secrétase, en « compétition » avec I’alpha-secrétase, clive I’APP au
niveau de son ectodomaine (en position 99) et génére un fragment extracellulaire : le SAPPf.
Celui-ci peut ensuite étre dégradé en plus petits fragments dont le fragment N-terminal : N-
APP. Le domaine transmembranaire restant (C99) peut alors étre clivé par la gamma-
secrétase. Un premier clivage dans un site au niveau de la zone transmembranaire coté
cytosolique libére I’AICD (comme dans la voie non amylogeéne). Un second clivage peut
ensuite avoir lieu a différents niveaux de la partie juxtamembranaire c6té extracytosolique :
celui-ci permet la production de peptides AP de différentes tailles, pouvant se terminer au
niveau des résidus 38, 39, 40, 42 ou 43 de I’extrémité C terminale. Les aa 1 a 28 de ces
peptides, issus de la région juxtamembranaire, sont relativement hydrophiles alors que les aa
29 a 43, issus du domaine transmembranaire, sont globalement trés hydrophobes. Le peptide

APB1-40, le plus abondant dans les sécrétions, semble étre 1’espéce majoritairement retrouvée
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dans les dépots d’angiopathie amyloide. Le peptide AB1-42 est, quant a lui, trés agrégable; il
est présent en grande quantité dans les plaques. En fait, les dépots semblent contenir de
nombreuses formes de peptides AP : AP40, 42, 43 mais aussi des formes N-tronquées au
niveau du l1éme aa (Liu et al., 2006a) et des formes démarrant a la position 3 avec une
glutamine transformée en résidu pyroglutamate (Harigaya et al., 2000).

La compartimentalisation cellulaire des différentes étapes de clivage de I’APP n’est
pas encore tres claire, mais il est de plus en plus évident que les dernicres étapes ont lieu au
niveau des endosomes, la voie endo-lysosomale étant impliquée dans le « recyclage » de
I’APP.

Le métabolisme physiologique de I’APP ferait intervenir les deux voies de
dégradation, amylogene et non amylogeéne. Certains fragments générés par ’une ou I’autre de
ces voies semblent effectivement posséder des fonctions physiologiques. L’AICD a des
propriétés de facteur de transcription (Cao and Siidhof, 2001) ainsi que des fonctions de
régulation de I’homeostasie calcique et de contenu en ATP au niveau cellulaire (Hamid et al.,
2007). sAPPa favorise la survie neuronale et la croissance des neurites (Turner et al., 2003).
N-APP, en se liant a DR6 (Death Receptor 6), joue un rdle dans 1’ « élagage » des axones
(axonal pruning) au cours du développement du systéme nerveux central (Nikolaev et al.,
2009). AP42 aurait une fonction physiologique a faible concentration, dans la modulation des
activités synaptiques (Kamenetz et al., 2003) et dans la survie neuronale (Plant et al., 2003).

Cependant la dérégulation du métabolisme de I’APP en faveur de la voie amylogéne,
serait responsable d’un déséquilibre dans la production de ces différents fragments. N-APP
pourrait alors étre responsable de mort neuronale par son action sur DR6 et I’AICD induire un
processus inflammatoire et altérer la neurogénése (Ghosal et al., 2010). Mais surtout, ce
déséquilibre métabolique entraine une hyperproduction des peptides AP 40-42. La capacité de
dégradation des peptides AP par les enzymes impliquées dans leur catabolisme (la neprilysine
et 'insulin degrading enzyme (IDE)) est alors vite dépassée. Les peptides AP vont alors
former des diméres, puis des oligomeéres. Suite a une modification conformationnelle de leur
structure tridimensionnelle, avec formation de feuillets {3, les agrégats, suivant un phénomene
de « nucléation », continuent d’augmenter en taille et finissent par précipiter sous formes de

fibrilles amyloides (cf figure 5).
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Figure 5 : Formation des fibrilles amyloides. D’aprés Soto C et al, Nat Rev Neurosci 2003

Dans les plaques amyloides, AP est en fait présent sous différentes formes : agrégats
non fibrillaires, structures fibrillaires et oligoméres (Koffie et al., 2009). Ces différentes
formes d’AP semblent toutes étre dotées de propriétés neurotoxiques.

Les peptides AP, sous forme de plaques diffuses ou amyloides, sont capables d’induire
une importante neuroinflammation. Ils semblent aussi pouvoir perturber la synchronie des
signaux regus par les neurones, diminuant ainsi leur capacité a intégrer et propager des
informations (Stern et al., 2004). Les plaques amyloides exerceraient aussi leur toxicité en
séquestrant en leur sein un certain nombre de protéines ayant des fonctions cellulaires
essentielles (Olzscha et al., 2011).

Les formes oligomériques d’Af paraissent é&tre les plus neurotoxiques, et ce
indépendamment de la présence de plaques et de la perte neuronale (Lesné et al., 2006). Dés
1998, des premiers travaux démontraient que des formes oligomériques solubles pouvaient
altérer la plasticité synaptique en inhibant les LTP et en augmentant les LTD (Lambert et al.,
1998). Les oligomeéres et méme les dimeres d’ AP agiraient via les récepteurs métabotropes du

glutamate et les récepteurs NMDA présent sur les terminaisons post synaptiques (Shankar et
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al., 2008). Récemment un autre mécanisme mettant en jeu la protéine prion (PrP) comme
récepteur post-synaptique des oligomeres d’AB a été mis en évidence (Laurén et al., 2009).
AP sous forme d’oligomeres peut aussi se fixer sur le récepteur RAGE (receptor for advanced
glycation end products) et activer différentes MAP kinases dont I’effet se traduit non
seulement par une diminution de la LTP au niveau des neurones (Origlia et al., 2008) mais
aussi par une augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires par la microglie
(Fang et al., 2010). Il a aussi ét¢ montré que les peptides AP pouvaient se lier au récepteur o7
nicotinergique avec une forte affinité et que cette interaction pouvait contribuer a [’atteinte
cognitive (Dziewczapolski et al., 2009).

La présence fréquente d’un halo d’oligomeéres autour des plaques amyloides rend
finalement difficile I’interprétation de la toxicité propre des formes fibrillaires. La fonction
délétere principale des plaques pourrait n’étre due qu’a leur capacité a fonctionner comme des
« réservoirs » d’oligomeres (Koffie et al., 2009).

Les ¢études sont aussi controversées sur I’accumulation et la toxicité d’AP au niveau
intracellulaire. Chez I’Homme, divers travaux ont montré la présence de formes d’AP
intraneuronales a la fois dans le cerveau « normal » et dans la MA (LaFerla et al., 2007). La
présence d’Af intracellulaire ne semble pas corréler avec un risque accru de développer une
amylose cérébrale ou des dégénérescences neurofibrillaires (Wegiel et al., 2007). Cependant,
certains auteurs soulignent le fait que les anticorps et les prétraitements utilisés en histochimie
lors de ces études ne permettraient pas de distinguer de manicre certaine 1’Ap42
intracellulaire de I’APP (Aho et al., 2010). Dans les mod¢les murins de la maladie, les études,
mieux documentées, mettent bien en évidence de I’AP intracellulaire. Mais I’APP est tres
surexprimée dans ces animaux, et ce constat peut tout a fait n’étre qu’artefactuel (Duyckaerts
et al., 2009). Quant a la toxicité de I’ AP intracellulaire, elle n’a pu étre mise en évidence que
dans les modéles murins : dysfonctionnement du protéasome (Tseng et al., 2008), altération
du métabolisme calcique (Caspersen et al., 2005) et perturbations de 1’activité synaptique
(Oddo et al., 2003).

L’angiopathie amyloide, constituée principalement de dépots de peptides AB40, peut
causer hémorragie cérébrale, vascularite inflammatoire et lésions ischémiques. AP40 aurait
aussi un role dans la dérégulation du flux sanguin cérébral : le peptide semble capable
d’induire la production d’espéces réactives de I’oxygene par la NADPH oxydase, via un

mécanisme faisant intervenir le récepteur scavenger CD36 (Park et al., 2011).
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I1 reste encore tres difficile in vivo de différencier la toxicité des différentes formes
d’AP. De plus, un certain nombre d’autres molécules agissent comme des cofacteurs, tels les
protéoglycanes et les glycosylaminoglycanes qui influent sur les propriétés amylogéniques
d’Ap (van Horssen et al., 2003), ou encore la glutaminyl cyclase qui, en ajoutant un résidu
pyroglutamate sur AP, favoriserait son agrégation (Schilling et al., 2008). Tout cela

complexifie grandement la physiopathologie de I’amylose cérébrale.

I1.2.2 Pathologie Tau

Les dégénérescences neurofibrillaires (DNFs) sont des structures intracellulaires
composées principalement de protéines Tau hyperphosphorylées et agrégées. Tau contient un
domaine carboxyterminal qui permet a la protéine de se lier aux microtubules grace a la
répétition de séquences « MTB ». Il existe 6 isoformes de la protéine, résultant d’un épissage
alternatif des exons 2, 3 et 10 et contenant 3 ou 4 répétitions MTB (isoformes 3R ou 4R
respectivement). Tau est essentiellement présente dans les axones et, & un moindre degré,
dans les dendrites. Sa fonction principale est de stabiliser les microtubules et de réguler le
transport axonal. La protéine posséde aussi un domaine lui permettant d’interagir avec un
certain nombre de molécules, dont la Tyrosine kinase Fyn. L’interaction de Tau avec Fyn
favoriserait la localisation de cette derniére au niveau des régions post-synaptiques ou elle
pourrait influer sur le « signaling » du récepteur NMDA.

Tau posséde 84 sites de phosphorylation potentiels. La phosphorylation des divers
résidus de Tau module son activité par des mécanismes encore peu connus. Dans la MA, Tau
est hyperphosphorylée et présente des sites de phosphorylation inhabituels, notamment sur les
résidus Thr231 et Ser262. L’hyperphosphorylation de Tau favorise sa dissociation des
microtubules, son autoagrégation et induit la formation de structures en filaments double
hélice, contenant une forte proportion de feuillets 3 : les DNFs. Si de nombreuses kinases ont
montré leur capacité a phosphoryler Tau in vitro, les mécanismes de la phosphorylation de
Tau in vivo restent peu connus. Cependant, trois kinases ont particuliérement attiré
I’attention : la GSK3 (glycogene synthase kinase 3), la CDKS5 (cyclin-dependant kinase 5) et
la MARK (microtubule-affinity regulating kinase) dont I’inhibition pourrait constituer des
pistes thérapeutiques intéressantes (Mazanetz and Fischer, 2007). Les DNFs semblent

contenir toutes les isoformes de Tau, parfois N-tronquées. Elles sont souvent ubquitinées. Des
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formes de Tau hyperphosphorylées, mais sans formation de DNFs sont retrouvées chez

I’individu sain (Matsuo et al., 1994).
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Figure 6 : Pathologie Tau. Adapté de Trojanowski et al. Nat Neurosci 2005

Les données de la littérature suggérent une forte influence de la pathologie Tau sur le
dysfonctionnement neuronal (Arriagada et al., 1992). La perturbation du transport axonal de
certaines molécules et d’organelles, dont les mitochondries, serait la principale cause du
processus neurodégénératif observé dans la MA (cf figure 6). La perte synaptique,
probablement consécutive au défaut de transport axonal, semble méme précéder I’apparition
des DNFs (Yoshiyama et al., 2007). Secondairement, 1’accumulation des DNFs pourrait
induire la mort neuronale par un effet physique direct. La séquestration, dans les DNFs, de
protéines importantes sur le plan fonctionnel pourrait aussi étre un mécanisme amplificateur
de neurotoxicité. Enfin, il semble qu’il existe, comme pour AP, des formes préfibrillaires de
la protéine Tau dont la neurotoxicité dans la maladie est encore mal connue (Patterson et al.,
2011).

Il faut ici rappeler que la formation des DNFs n’est pas spécifique de la MA puisqu’on

les retrouve dans un ensemble de maladies que 1’on appelle les « tauopathies ». Les causes
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précises de leur formation restent cependant encore trés floues, méme si le stress oxydant et

I’inflammation semblent étre des facteurs contributifs (Andersen, 2004).

I1.2.3 Autres lésions et perturbations métaboliques observées

dans la MA

Alois Alzheimer, dans sa description originale de la maladie, identifiait un troisieme
type de lésion qui provoqua pourtant initialement peu de considération de la part de la
communauté scientifique. Les cerveaux des patients atteints de MA présentaient un nombre
¢levé de « granules lipoides » ou « inclusions adipeuses », ce qui suggérait un métabolisme
lipidique aberrant (Foley, 2010). Par la suite, plusieurs études ont effectivement rapporté des
altérations biochimiques dans la composition lipidique du tissu cérébral. Le cholestérol et les
sphingolipides, via la formation de rafts lipidiques au niveau membranaire, ont un role dans la
régulation du traffic et/ou de I’activité protéolytique de protéines liées a la membrane comme
I’APP, BACEI1 et les présénilines. Une altération de leur métabolisme pourrait ainsi favoriser
la production de peptides AP (Di Paolo and Kim, 2011). D’autres lipides membranaires,
comme certains gangliosides, seraient capables de lier AR et de modifier sa conformation,
facilitant ainsi son agrégation (Yanagisawa, 2007).

Le réseau lysosomal englobant les voies d’endocytose et d’autophagie est aussi atteint
trés précocement dans la MA, avant méme que les premiers dépots amyloides apparaissent.
Les origines de cette atteinte restent cependant indéterminées.

Le métabolisme calcique est perturbé dans la MA. Les concentrations en calcium
intracellulaire sont élevées et cela retentit sur I’intégrité et la fonctionnalité de certaines
organelles, dont les mitochondries. L’altération du fonctionnement de la chaine respiratoire
induit une augmentation de la production d’especes réactives de I’oxygene, sources de stress
oxydant. La perméabilisation de la membrane mitochondriale peut aussi entrainer I’apoptose
cellulaire. L’altération du métabolisme calcique semble aussi étre un facteur favorisant la
production d’AB. A Dinverse, la fixation d’Ap sur divers récepteurs (NMDA, AMPA,
o7nicotinergique, etc) entraine 1’accumulation de calcium intracellulaire. Ainsi, un « cercle
vicieux » semble s’installer dans la pathologie (Demuro et al., 2010).

Un constat paradoxal est 1’association observée entre neurodégénérescence et ré-entrée
des neurones dans le cycle cellulaire. Les neurones sont des cellules post-mitotiques et la

réinitialisation des cascades enzymatiques du cycle cellulaire a pour conséquence d’induire la
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mort de la cellule. Ce phénomene semble relativement précoce dans la MA et apparaitrait
dans les mémes régions anatomiques que celles touchées ensuite par les plaques amyloides.
Des études in vitro semblent indiquer que les oligoméres d’ AP pourraient étre responsables de
ce phénomene (Varvel et al., 2008) ; d’autres études suggerent plutodt un role de la protéine
Tau (Andorfer et al., 2005).

Dans la MA et dans ses mod¢les murins, on observe une diminution d’expression de
certains facteurs neurotrophiques, dont le BDNF (brain-derived neurotrophic factor) (Li et al.,
2009) et ’'IGF-I (Insulin Growth Factor I) (Freude et al., 2009). Ces molécules, produites par
les cellules gliales ou les neurones, permettent la survie et la croissance neuronale. Elles ont
un rdle important dans la neurogénése, qui semble aussi étre perturbée dans la pathologie. Des
¢tudes dans des modeles murins de la MA ont montré que les oligomeres d’ AP pouvaient €tre
responsables d’une diminution de production de BDNF (Peng et al., 2009).

Comme dans de nombreuses maladies neurodégénératives, on observe une réponse
neuroinflammatoire soutenue dans la MA. Les études neuropathologiques montrent des
stigmates de réponse inflammatoire chronique : morphologie amiboide de la microglie,
expression du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe II sur la microglie,
astrogliose, présence de médiateurs de I'inflammation (cytokines (TNFo , IL-1f, IL-6)
(Akiyama et al., 2000), chimiokines (CCL2), prostaglandines (PGE2), espéces réactives de
I’oxygeéne et NO). L’environnement inflammatoire pourrait activer certaines kinases
responsables de I’hyperphosphorylation de Tau (Ballatore et al., 2007). Mais, a I’inverse, peu
d’études ont cherché a apprécier la capacité des DNFs a induire une inflammation. En
revanche, de nombreuses données positionnent la pathologie amyloide au centre du processus
inflammatoire. Nous détaillerons plus précisément les mécanismes impliqués dans ce

processus dans une partie spécifiquement consacrée a cela.

I1.2.4 Conséquences des lésions sur les réseaux de neurones

La majorit¢ des neurones impliqués dans les processus cognitifs relarguent du
glutamate ou du GABA. Nous avons déja vu ’effet excitateur du glutamate sur les neurones
post-synaptiques et son implication dans les phénomenes de LTP et de plasticité synaptique.
Le GABA est impliqué dans une boucle de rétrocontrdle : secrété par des interneurones sous
I’effet du glutamate, il a un effet inhibiteur sur le neurone post-synaptique. Quant aux

neurones libérant de la norépinéphrine, de la sérotonine et de I’acétylcholine, ils modulent en
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amont ’activité des neurones glutamatergiques. Au cours de la MA, I’équilibre entre tous ces
signaux est perturbé précocement dans 1’hippocampe et le cortex.

Dans le cas ou les signaux excitateurs prédominent, les synapses et les neurones
peuvent dégénérer. Le vieillissement, en altérant le métabolisme glucidique et le
fonctionnement mitochondrial, rendrait les neurones plus vulnérables au stress
glutamatergique. Dans la MA, ce phénomene serait amplifié par les oligomeres d’Af qui
peuvent augmenter la dépolarisation membranaire et induire un flux calcique exacerbé. En
conséquence, des regroupements de neurones hyperactifs peuvent émerger autour des plaques
au niveau du néocortex. Cependant, dans certaines zones cérébrales, les signaux inhibiteurs
semblent prédominer. Ce phénoméne semble étre corrélé avec une diminution de 1’activité
des récepteurs NMDA et une altération de la plasticité synaptique (Palop et al., 2007). Des
¢tudes chez la souris ont confirmé que certains neurones du cortex sont hypoactifs alors que
ceux pres des plaques sont hyperactifs (Busche et al., 2008). De ce constat a émergé une
hypothése basée sur I’excitotoxicité et la déplétion énergétique pour expliquer le processus de
dégénérescence neuronale dans la MA (Mattson, 2004).

Les neurones les plus touchés par le processus neurodégénératif et la mort neuronale
sont ceux situés dans la 2¢éme couche du cortex entorhinal, dans les couches pyramidales
(dont le CA1 de I’hippocampe), et dans certaines aires des cortex temporaux, pariétaux et
frontaux. Bien que la majorité des neurones concernés soient glutamatergiques, on observe
aussi un dysfonctionnement des neurones cholinergiques se projetant vers le cortex depuis le
proencéphale (Davies and Maloney, 1976), et des neurones noradrénergiques du locus
coeruleus.

Les manifestations cliniques précoces seraient causées par le dysfonctionnement
spécifique de certains réseaux de neurones. Le cerveau est organisé de manicre a ce que
I’¢laboration de I’information soit efficiente et économique en terme de colt énergétique.
Ainsi, au sein des réseaux de neurones, il existe des nceuds, appelés « connector hubs » par
lesquels transite un nombre ¢élevé de connexions. Un dysfonctionnement métabolique peut, en
provoquant ’atteinte de certains de ces nceuds, affecter I’ensemble du réseau de neurones, ce
qui va se traduire cliniquement par I’apparition de troubles cognitifs (He et al., 2009). Dans la
MA, les nceuds touchés se situent dans le cingulaire postérieur et les cortex temporaux,
pariétaux et préfrontaux. Par conséquent, on observe cliniquement des troubles de la mémoire
épisodique et sémantique et une altération de 1’¢laboration de I’information visuo-spatiale.

Mais la cause de I’atteinte sélective primaire de ces nceuds reste indéterminée. Les 1ésions
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semblent ensuite se propager vers des régions nécessitant un niveau énergétique important et
qui regoivent des projections de neurones a partir de régions déja touchées.

I1 a été montré que les agrégats de Tau et d’ A, une fois formés, pouvaient se propager
de régions en régions cérébrales par un mécanisme proche de celui des prions (Meyer-
Luehmann et al., 2006),(Clavaguera et al., 2009). Si les pathologies AP et Tau ne se localisent
pas tout a fait dans les mémes zones du cerveau, il semble y avoir des interactions entre les
deux voies. Les DNFs apparaissent initialement dans le subiculum et le cortex entorhinal
(couches II, IIT et I'V) et sont accompagnées de perte synaptique et neuronale. Les neurones de
la couche 1II et III recoivent des connexions du néocortex et se projettent ensuite vers les aires
CA1 et CA3 de I’hippocampe. En conséquence, la perte des neurones du cortex entorhinal
laisse I’hippocampe sans « input » du néocortex et peut modifier sa fonctionnalité. Les dépots
d’AP sont précoces dans différentes régions du néocortex, notamment au niveau des nceuds
des cortex postérieur médian et préfrontal. L’« encodage » de la mémoire dépend d’un
équilibre dynamique entre [’activation de 1’hippocampe et la désactivation du cortex
postérieur médian. Les atteintes a la fois de I’hippocampe par les DNFs et des noeuds du
cortex postérieur médian par la pathologie amyloide, pourraient étre responsables de la perte
de cet équilibre dynamique et des défauts d’encodage observés chez les patients (Kapogiannis

and Mattson, 2011).

I1.3 Hypotheses physiopathologiques :

I1.3.1 Hypothése amyloide

Les mécanismes physiopathologiques de la MA sont encore mal connus mais les
¢tudes génétiques, biochimiques et neurobiologiques semblent indiquer que 1’agrégation d’ A
joue un rdle central dans la pathologie, initiant la pathogénése et altérant directement le
fonctionnement cérébral (Hardy and Higgins, 1992), (Hardy and Selkoe, 2002).

Selon I’« hypothése amyloide », la production et 1’agrégation des peptides Ap40-42
seraient a 1’origine d’une cascade d’événements aboutissant a la formation des autres 1ésions,

dont la pathologie Tau, a la dégénérescence neuronale et aux signes cliniques (cf figure 7).
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Figure 7 : Physiopathologie de 1a MA. Hypotheése basée sur la cascade amyloide
Adapté de Forlenza OV et al. BMC Medicine 2010

Cette hypothése est née de la découverte des mutations génétiques dans les formes
familiales de la MA. Ces mutations surviennent essentiellement dans ou autour des sites de
clivage des alpha-, beta- et gamma-secrétases. D’autres mutations, au sein de la séquence
APB42, rendraient le peptide encore plus agrégable. Le syndrome démentiel observé chez les
patients atteints du syndrome de Down, chez lesquels le géne de I’APP est présent en triple
dose du fait de la trisomie 21, va aussi dans le sens d’un role princeps de la génération d’Af
dans le processus physiopathologique. Enfin, les résultats encourageants obtenus par la
vaccination par AP dans les modeles murins ont aussi été des arguments en faveur de cette
hypothese.

Plusieurs données supportent 1’idée que la pathologie Tau serait, si ce n’est induite, du
moins accentuée par la pathologie amyloide. Dans les modéles murins surexprimant 1’APP
humaine mutée, on observe une hyperphosphorylation de Tau (Gotz et al., 2004). Dans les
modeles animaux transgéniques ou il y a une coexpression d’A et de Tau, la formation des

oligomeres d’ A précede et accentue la pathologie Tau (Go6tz et al., 2001), (King et al., 2006).
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La progéniture issue du croisement de souris APP transgéniques avec des souris Tau
transgéniques montre une exacerbation des DNFs mais pas de la pathologie amyloide (Lewis
et al., 2001). De méme, I’injection intracraniale de peptides AP dans des souris Tau
transgéniques aggrave les DNFs (Gotz et al.,, 2001). Les oligomeres d’Af pourraient
favoriser le détachement de Tau des microtubules (King et al., 2006). De manicre
intéressante, une équipe a montré que d’autres protéines amylogeénes, comme le peptide Bri
qui s’agrege dans des formes de démences familiales danoises, est aussi capable d’induire des
DNFs, suggérant que la formation de ces dernicres pourrait résulter d’'un mécanisme général
di a ’amylogénése plutét que d’un mécanisme spécifique de I’AP (Coomaraswamy et al.,
2010).

Ce qui semble aussi de plus en plus évident est qu’il existe une action toxique
« synergique » d’AP et de Tau. Ainsi, dans les modeles murins triples transgéniques, AP et
Tau ont tous les deux une action toxique sur la chaine respiratoire mitochondriale, mais a
différents niveaux : AP bloque le complexe IV tandis que Tau entraine un dysfonctionnement
du complexe I (Rhein et al., 2009). Tau pourrait aussi médier la toxicité¢ d’AP. En effet, les
souris Tau -/- semblent moins susceptibles a la neurotoxicité induite par A (Roberson et al.,
2007). Ce mécanisme pourrait étre expliqué par le fait que Tau, en altérant le transport axonal
et en diminuant la localisation de la protéine kinase Fyn au niveau des dendrites, favoriserait

la toxicité post-synaptique d’AB (Ittner et al., 2010), (Roberson et al., 2011).

I1.3.2 Autres hypotheses

Si I’hypothése amyloide a toute sa valeur dans les formes monogéniques de la MA,
elle doit éte considérée plus prudemment en ce qui concerne les formes sporadiques.

La physiopathologie des formes de MA sporadiques semble en effet plus complexe :
un déréglement dans la production des formes solubles d’Af et/ou un défaut dans leur
¢limination est assurément la cause de la pathologie amyloide qui survient précocement. AP
sous forme fibrillaire et/ou oligomérique, ainsi que d’autres éléments issus du métabolisme de
I’APP ont des propriétés neurotoxiques et délétéres pour la plasticité synaptique (Shankar et
al., 2008). Mais d’autres événements pourraient survenir parallelement et de maniere
indépendante, et concourir a la pathologie Tau. La pathologie Tau serait ensuite responsable
de mort neuronale et d’altérations cognitives, directement corrélées a la symptomatologie

observée. Chronologiquement, si la présence d’oligoméres et de plaques séniles semble
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survenir assez tot au cours de la pathologie, il faut aussi souligner que des altérations au
niveau des axones ont été vues encore plus précocement. Des « renflements » (swelling) dans
lesquels sont présentes des molécules associées aux microtubules, des organelles et des
vésicules, seraient responsables d’une altération précoce du transport axonal ; ils pourraient
peut-étre méme stimuler le catabolisme de I’APP selon la voie amylogene (Stokin et al.,
2005). Ces altérations précoces au niveau axonal pourraient aussi activer des kinases de stress
et initier une cascade biochimique aboutissant au déclenchement de la pathologie Tau
(Falzone et al., 2009). Braak a méme montré que les lésions neurofibrillaires pouvaient
précéder de plus de 10 ans la pathologie amyloide (Duyckaerts and Hauw, 1997).

Selon cette idée, une nouvelle hypotheése a émergé, selon laquelle la présence d’une
altération pathologique initiale, encore non identifiée, serait responsable a la fois du
déclenchement de la pathologie amyloide et de la pathologie Tau (Small and Duff, 2008).
Certaines études suggerent qu’une atteinte vasculaire pourrait étre un ¢lément déclencheur de
ces deux pathologies (Petrovitch et al., 2000), (De la Torre, 2000), (De la Torre, 2004).
D’autres integrent méme le facteur de risque principal de la MA dans leur théorie : I’age.
Ainsi suite & une microlésion -possiblement de nature vasculaire- I’organisme touché par le
vieillissement répondrait de manicre inappropriée par une neuroinflammation exacerbée.
Cette derniere serait capable d’induire d’un c6té une hyperproduction d’AP (Griffin et al.,
1998) et de l’autre une altération globale du fonctionnement cérébral avec formation de
DNFs, dysfonctionnement synaptique et pertes neuronales (Herrup, 2010).

Quoi qu’il en soit, en I’état actuel de nos connaissances, les deux ¢léments
pathogéniques majeurs identifiés dans la MA restent AP et Tau, et cibler I’'un de ces deux

¢léments voire les deux simultanément parait étre la meilleure approche thérapeutique.
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III Thérapeutique de la maladie d’Alzheimer

Dans ce chapitre, aprés un bref rappel sur les traitements actuels et les voies de

recherche, nous nous attarderons plus en détail sur I’immunothérapie et ses perspectives.

I11.1 Traitements actuels

Actuellement ’arsenal thérapeutique a disposition contre la MA est insuffisant. Les
traitements n’offrent qu’un effet modeste, retardant simplement 1’aggravation des signes
cognitifs sans stopper le processus neurodégénératif.

Depuis le milieu des années 1990, des thérapeutiques ciblant 1’inhibition de
I’acétylcholinestérase sont disponibles. Ces médicaments permettent de pallier le
dysfonctionnement des neurones cholinergiques observés dans la pathologie. Ils ont montré
un effet bénéfique - quoique modeste - sur les symptdmes de la maladie. Au sein de cette
classe de médicaments, on distingue le donepezil (Aricept), la rivastigmine (Exelon) et la
galantamine (Razadine), indiqués dans tous les stades de la MA.

Depuis 2003, une nouvelle classe de médicaments est apparue : les antagonistes du
récepteur au NMDA. La mémantine a obtenu son autorisation de mise sur le marché pour le
traitement des stades modérés a sévéres de la MA. Elle empéche la fixation du glutamate sur
son récepteur, inhibant ainsi son effet excitotoxique délétére pour le neurone post-synaptique.
La mémantine améliore les performances cognitives des patients sur une période d’au moins 6
mois (Gauthier et al., 2008) et semble aussi avoir des effets sur la prévention et le traitement
de Dl’agitation et des comportements agressifs que présentent souvent les patients lors de
I’évolution de la maladie (Wilcock et al., 2008).

Un effet additif modeste des inhibiteurs de ’acétylcholinestérase et de la mémantine a
¢été observé, amenant certains médecins a les prescrire en association dans les formes précoces

de la maladie (Lopez et al., 2009).
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I11.2 Perspectives thérapeutiques hors immunothérapie

L’objectif est de trouver un traitement qui ne fait pas que retarder I’aggravation des
signes cognitifs mais qui modifie le développement de la maladie. Pour cela, le traitement
doit agir sur un ou plusieurs des processus pathogénes et montrer un effet bénéfique sur la
cognition. Voici quelques exemples de molécules en essai clinique :

- Les inhibiteurs de gamma-secrétase. Mais du fait de I’implication de ce complexe
enzymatique dans le clivage de nombreux autres substrats, des effets secondaires sont
attendus. Le développement d’un médicament en phase III a ainsi di étre arrété a
cause d’une aggravation des symptomes chez les patients traités.

- Les inhibiteurs de beta-secrétase. Cette enzyme ayant peu de substrats, son inhibition
induirait moins d’effets secondaires que 1’inhibition du complexe gamma secrétase. La
difficulté est que les molécules capables de lier le site actif de I’enzyme ne possédent
pas les propriétés nécessaires pour traverser la barriere hémato-encéphalique.

- Les inhibiteurs de la phosphorylation de Tau: le Lithium (inhibiteur de la kinase
GSK3p) a montré des effets bénéfiques dans la réduction de la pathologie Tau dans
des modéles animaux de la MA (Leroy et al., 2010). Des essais avec le valproate de
sodium, autre inhibiteur de la kinase GSK3f, ont débuté chez ’Homme.

- Les inhibiteurs de 1’agrégation de Tau : des études préliminaires suggerent que le bleu
de méthyléne pourrait avoir un effet dans ce processus (Hattori et al., 2008).

Trés récemment, un agoniste des récepteurs nucléaires RXR, le bexaroténe, a montré
chez la souris des résultats trés prometteurs. Par un mécanisme ApoE-dépendant, cette
molécule semble induire une ¢limination rapide et franche des plaques amyloides (Cramer et
al., 2012). II faut cependant rester prudent avec ces résultats qui méritent d’étre confirmés
dans d’autres modeles animaux avant que la molécule puisse étre testée chez ’Homme.

Aucun des médicaments actuellement en essai clinique ne semble étre la molécule
« miracle ». La question de la population de patients incluse dans ces essais, présentant une
pathologie souvent déja bien installée, est peut-étre 1’explication de ce manque actuel de
réussite. Aussi a-t-on actuellement autorisé certains essais cliniques des le stade prodromal de
la maladie. La recherche s’active aussi sur les études de prévention, agissant sur les facteurs

de risque modifiables de la MA.
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I11.3 Immunothérapie

II1.3.1 Immunothérapie anti-Ap : lecons du passé et perspectives

111.3.1.1 L’essai AN1792

Les premiers ¢léments en faveur d’une efficacité potentielle de I’immunothérapie sont
apparus deés 1996 quand B. Solomon et coll. démontrent d’une part la capacité des anticorps
(Ac) anti-AB a inhiber la formation des fibrilles (Solomon et al., 1996) et d’autre part leur
capacité a les désagréger in vitro (Solomon et al., 1997). Ces données ont conduit a des essais
de vaccination dans des modeles murins de la MA avec de ’AB42 fibrillaire en présence
d’adjuvant complet de Freund (CFA). Les souris immunisées ont montré une diminution
significative de la pathologie amyloide (Schenk et al., 1999) ainsi que des améliorations
cognitives (Janus et al., 2000), (Morgan et al., 2000). Aucun signe de toxicité n’était évident
chez les souris vaccinées.

Devant ces résultats prometteurs, en 2000, Elan/Wyeth lance une premicre étude
clinique : I’essai AN1792. Le vaccin contient de I’AP42 pré-agrégé et un dérivé de type
saponine comme adjuvant : le QS21, connu pour étre un adjuvant fort avec des propriétés
proches de celle du CFA. L’essai de phase I démarre alors sur 80 patients pour permettre
d’apprécier a la fois ’antigénicité et la toxicité de la formulation. 53% des patients répondent
en produisant des Ac et aucun effet indésirable n’est alors relevé. En fin de phase I, un
émulsifiant, le polysorbate 80 est ajouté dans la formulation pour augmenter I’effet adjuvant
et, espere-t-on, augmenter 1’antigénicité. 372 patients sont ensuite inclus dans 1’essai de phase
II. Ce dernier est rapidement interrompu devant la survenue de méningoencéphalites chez 6%
des patients traités. Des études neuropathologiques sur quelques cas de patients inclus dans
I’essai et secondairement autopsiés révelent, de maniére inconstante, une ¢limination
importante des plaques amyloides, comme observé dans les études précliniques, et confirment
la validité¢ de cette approche chez ’'Homme (Nicoll et al., 2003). La microglie réagit en
immunohistochimie avec les Ac anti-AP, ce qui laisse supposer qu’elle a pu phagocyter des
peptides AB. Mais ’angiopathie amyloide persiste (Boche et al., 2008) et les effets sur la

pathologie Tau, bien qu’existants, restent modérés (Serrano-Pozo et al., 2010).
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Ces études mettent aussi en évidence, chez deux patients ayant développé une
méningoencéphalite, la présence d’infiltrats de lymphocytes T au niveau des leptoméninges
(Ferrer et al., 2004), (Nicoll et al., 2003). Les infiltrats semblent se localiser surtout autour de
vaisseaux particulierement touchés par I’angiopathie amyloide et ne sont pas retrouvés dans le
cortex. Les cerveaux présentent aussi une raréfaction des fibres de myéline et une
augmentation importante du nombre de macrophages (Boche and Nicoll, 2008).

Les patients vaccinés semblent présenter un nombre plus élevé de microhémorragies et
de microlésions vasculaires comparés aux patients contréles. L’ immunisation a pu avoir eu
pour conséquences, en solubilisant les plaques, d’augmenter la filtration d’AB depuis le
parenchyme vers les espaces périvasculaires. En se réagrégant a ce niveau, les peptides Ap
ont pu aggraver I’angiopathie amyloide et majorer 1’atteinte vasculaire. Ces lésions, sources
de rupture de I’intégrité de la barriére hémato-encéphalique ont pu ensuite faciliter le passage
de cellules lymphoides et/ou myéloides périphériques dans le systéme nerveux central (SNC)
et ont peut-€tre ainsi contribué au développement de méningo-encéphalites.

Une ¢étude des réponses T générées chez les patients vaccinés au cours de la phase I et
de la phase II de I’essai AN1792 a mis en évidence une évolution de la nature des réponses
d’un profil « Th2 » vers un profil « Thl » lors de 1’ajout du polysorbate 80 a la formulation
(Pride et al., 2008). Rappelons que les réponses Thl et Th2 correspondent a deux types de
réponses T CD4+ effectrices. Elles different par le type de cytokines produites ainsi que par la
nature des cellules avec lesquelles le LT CD4+ interagit. Les réponses Thl impliquent la
production d’IFNy et une coopération cellulaire entre T CD4+ et macrophages, elles sont
plutot pro-inflammatoires. Les réponses Th2 se traduisent par la production d’IL-4, d’IL-5 et
d’IL-13 et une coopération avec d’autres types cellulaires, comme les mastocytes au niveau
tissulaire. Plus récemment ont été découverts les lymphocytes Th17, qui produisent de I’'IL-17
et de I'IL-22, interagissent avec les polynucléaires neutrophiles et semblent posséder un
potentiel trés inflammatoire. Ils sont impliqués dans un certain nombre de pathologies auto-
immunes et notamment dans la sclérose en plaques, tout comme les lymphocytes Thl. Les LT
CD4+ peuvent aussi se montrer « anti-inflammatoires » en secrétant des cytokines comme
I’IL-10 et le TGFp et en interagissant avec les cellules présentatrices d’Ag et les lymphocytes
activés. C’est le cas notamment des cellules T régulatrices sur lesquelles nous reviendrons
plus tard.

Le développement d’une réponse Ac apres vaccination par AN1792 est inconstante
mais quand elle existe, elle semble associée a un effet clinique significatif, bien que modeste

(Hock et al., 2003). Cependant, 1’étude histopathologique de 8 patients de la cohorte de 80
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patients de la phase I a montré que le taux d’Ac anti-Af semblait corréler avec 1’élimination
des plaques mais pas avec I’amélioration des fonctions cognitives (Holmes et al., 2008). Le
suivi clinique de 129 patients de la phase II semble suggérer une légere amélioration clinique
chez les vaccinés et plus particulierement chez les répondeurs Ac (différences dans les tests
de « disability assessment for dementia scale » et dans le test de « dependence scale » mais
pas dans les tests cliniques plus classiques MMSE et Adas-Cog) (Vellas et al., 2009).

Il faut toutefois rester prudent devant ces résultats car ils proviennent de patients
inclus dans la phase II qui a été brutalement arrétée et non configurée pour faire des analyses
d’efficacité.

Si les résultats de ce premier essai vaccinal restent mitigés, ils ont ouvert la voie a de
nouvelles approches pour optimiser 1’efficacité et limiter la toxicité de I’immunothérapie. Ces
dernicéres sont basées essentiellement sur I’immunothérapie passive (développement d’Ac
monoclonaux notamment), ou sur I’immunothérapie active mais ciblée uniquement sur la

réponse humorale.

I11.3.1.2 Perspectives

I11.3.1.2.1 Immunothérapie passive

Le bapineuzumab, premier Ac monoclonal développé dirigé contre AP, a donné des
résultats peu probants en phase II. Dans le sous-groupe des patients non porteurs de 1’allele €4
de I’ApoE, une légere amélioration clinique (scores MMSE et ADAS-Cog) a été observée.
Les patients traités auraient aussi une atrophie cérébrale moins importante et une fixation du
PIB en TEP diminuée comparativement aux sujets contréles. Mais cette thérapie ne semble
pas non plus dénuée d’effets secondaires puisqu’environ 10% des patients ont développé des
oedemes vasogéniques, parfois symptomatiques (Kerchner and Boxer, 2010).

Devant ces résultats mitigés, certains ont avancé comme explication le fait que cet Ac,
dirigé contre la partie N-terminale d’AP42, ne reconnaissait pas les formes oligomériques
d’AB (Mamikonyan et al., 2007). Ainsi, la firme Lilly a développé le solanezumab qui
reconnait la partie médiane d’Ap et serait capable de lier les formes solubles du peptide. Les
données des essais précliniques chez la souris tendent aussi & montrer que cet Ac serait moins
a risque d’induire des oedémes vasogéniques que le bapineuzumab. Mais ’essai clinique de
phase II n’a pas montré d’effets cliniques notables. La phase III se poursuit actuellement

(Imbimbo et al., 2012). De nombreuses compagnies pharmaceutiques se sont aussi lancées
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dans le développement de leur propre Ac monoclonal, reconnaissant différents épitopes de
I’AB au niveau N-terminal, C-terminal ou dans la partie centrale et liant différentes formes du
peptide (monomeére, oligomere et fibrille) avec des affinités variables.

Une autre stratégie d’immunothérapie passive est I’injection intraveineuse d’IglV, un
pool d’Ac «naturels » issus de plusieurs milliers de sérums humains, et qui présente
I’avantage de contenir des Ac de toute nature dirigée contre toutes les formes d’AP. Les IgIV
ont démontré leur capacité d’interaction avec 1’oligomérisation et la formation de fibrilles
d’Ap ainsi que leur potentiel neuroprotecteur (Du et al., 2003). Une étude sur 8 patients
présentant un stade modéré de la maladie a montré une amélioration cognitive au bout de 6
mois de traitement. Mais cet effet ne semble pas perdurer a I’arrét du traitement (Relkin et al.,

2009).

111.3.1.2.2 Immunothérapie active

A la suite des effets secondaires de méningoencéphalites lors de I’essai AN1792, la
seconde génération de vaccins anti-Afp a été développée dans le but d’éviter I’induction de
réponses T anti-Ap, jugées déléteres. A cette fin, différentes stratégies ont été entreprises. Il
faut ici rappeler quelques notions d’immunologie. Pour produire des Ac dirigés contre un
antigéne (Ag) donné, les lymphocytes B, qui expriment un récepteur spécifique de cet Ag
(BCR, B Cell Receptor), doivent étre capables de le reconnaitre au niveau d’un de ses
déterminants (structure tridimensionnelle) appelé épitope B. Mais bien souvent, le signal de
reconnaissance BCR/Ag ne suffit pas. La cellule B doit étre capable de présenter un morceau
de I’Ag (épitope T) - qu’elle aura préalablement endocyté et dégradé - associé une molécule
du complexe majeur d’histocompatibilit¢ de type II (CMH-II) a un lymphocyte T CD4+
spécifique de I’Ag. C’est uniquement apres contact entre ces deux types cellulaires que le
lymphocyte B sera capable de proliférer et de se différencier en cellules plasmocytaires
sécrétrices d’Ac. Ainsi pour induire une réponse Ac efficace, il faut, sur une méme molécule,
avoir a la fois un épitope B et un épitope T. Les firmes pharmaceutiques, se fondant sur des
¢tudes dans les modeles pré-cliniques ont ainsi développé des candidats vaccins a partir d’ une
molécule « hybride », conjuguant la partie N terminale d’Ap (qui contiendrait des épitopes B
mais pas d’épitope T) a une séquence protéique n’appartenant pas a AP et contenant un

épitope T relatif a un autre Ag (cf figure 8).
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Peptide AP
(épitope B)

Protéine « X » )‘; Cellule T anti-protéine « X »
(épitope T) BCR anti-AB

Figure 8 : Nouvelles stratégies d’ immunisation active : privilégier la réponse
anticorps et éviter I’induction d’une réponse T anti-Ap

II1.3.2 Autres perspectives immunothérapeutiques

I111.3.2.1 Immunothérapie anti-Tau

Récemment, il a ét¢é montré que I’'immunisation active, par un peptide phospho-Tau,
d’une souris transgénique pour la protéine Tau humaine mutée (souris Tg JNPL3 P301L)
pouvait réduire la quantité de formes agrégées de Tau dans le cerveau et améliorer les
fonctions cognitives (Troquier et al., 2012), (Asuni et al., 2007). Il semble difficile de
concevoir que des Ac puissent éliminer une protéine qui s’accumule a I’intérieur des cellules.
Cependant, 1’expansion de la pathologie Tau pourrait passer par une phase extracellulaire,
comme le suggerent a la fois des études in vitro (Frost et al., 2009) et in vivo (Clavaguera et
al., 2009). Ce constat pourrait justifier I’intérét de cette approche nouvelle qui semble

prometteuse.
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111.3.2.2 Immunothérapie par stimulation du systéeme immunitaire inné :

L’idée est ici d’influer sur les fonctions de la microglie et des macrophages pour faciliter
I’¢limination des plaques et des DNFs. En effet, si la microglie résidente parait perdre ses
capacités de phagocytose d’AP au cours de 1’évolution de la pathologie, les macrophages
périphériques infiltrants semblent étre plus efficaces pour éliminer les plaques (Jucker and
Heppner, 2008), (Butovsky et al.,, 2007), (El Khoury et al., 2007). Un certain nombre
d’approches ciblent donc cette population et cherchent a faciliter ’entrée des précurseurs
périphériques de phagocytes mononucléés dans le SNC (stimulation avec du CpG (Scholtzova
et al., 2009), blocage de la voie de signalisation du TGFf (cytokine inhibant leur entrée en
conditions physiologiques) (Town et al., 2008), transfert de cellules monocytaires manipulées
in vitro (transfectées pour la neprilysine, enzyme dégradant 1I’AB) (Lebson et al., 2010). Une
autre approche vise a modifier le phénotype de la microglie : ’effet bénéfique observé sur la
pathologie amyloide et les troubles cognitifs de I’acétate de glatiramére, copolymeére utilisé
dans la sclérose en plaques pour ses propriétés immunomodulatrices (Frenkel et al., 2005),
serait du a son action directe sur la microglie, lui donnant un phénotype de « cellules
dendritiques like » (expression de CD1l1c) capables de secréter de I'IGF1 et d’induire la
neurogénese (Butovsky et al., 2006).

L’ensemble de ces approches immunothérapeutiques est intéressant car elles présentent
I’avantage de pouvoir étre combinées. Beaucoup de parametres sont encore a explorer et a
prendre en compte si ’on veut optimiser 1’approche vaccinale dans la MA. Il s’agit en
premier lieu de comprendre le comportement du systéeme immunitaire au cours de la
physiopathologie de la maladie : réagit-il face a 1’apparition des lésions ? Contribue-t-il a la
neurodégénérescence ? Exerce-t-il un effet neuroprotecteur ? ou n’a-t-il aucun effet ? Avant
d’étudier les données de la littérature sur le sujet, il convient de rappeler les relations

physiologiques qui existent entre le systéme immunitaire et le systéme nerveux central.
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IV) Aspects neuroimmunologiques

IV.1 Physiologie des relations entre systéeme nerveux
central et systéme immunitaire

IV.1.1 Du concept de site « immunoprivilégié » a celui de site
« immunoparticulier »

Dé¢s la fin du XIXeme si¢cle, Paul Ehrlich observe que des colorants intravitaux, de nature
hydrosolubles, injectés en périphérie diffusent dans tous les organes sauf le cerveau. Le
systtme nerveux central (SNC) apparait des lors comme un organe particulier, séparé
anatomiquement du reste du corps. Nous savons désormais que cette particularité est due a
I’existence d’une barriére hémato-encéphalique (BHE) qui limite 1’acces des molécules
solubles et des leucocytes au SNC. D’autres éléments, comme [’absence d’un systeme
lymphatique conventionnel, la faible expression des molécules de CMH-I et II et I’existence
d’une production locale de facteurs immunosuppresseurs renforce vite le concept que le SNC
est un site « immunoprivilégié » (Galea et al., 2007).

Les travaux de Medawar en 1948 sur le rejet de greffe apportent cependant les premiers
¢léments démontrant qu’une réponse immunitaire peut avoir lieu dans le SNC (Medawar,
1948). Ces expériences montrent que des greffes de peau dans le cerveau d’animaux naifs
n’induisent pas de réponse immune. Mais si les animaux sont exposés en périphérie aux
antigénes du greffon avant la greffe, les cellules du systéme immunitaire, « éduquées », sont
capables de rejeter le greffon au niveau cérébral. La mise en évidence, par la suite, de la
présence de cellules du systéme immunitaire au sein du parenchyme cérébral au cours de
différentes infections (méningites bactériennes, infections virales, fongiques ou parasitaires) a
aussi permis de montrer qu’une réponse immunitaire adaptative pouvait s’y développer. Le
fait que des individus immunodéprimés aient du mal a contréler des pathogeénes pouvant étre
naturellement présents a 1’¢tat latent dans le cerveau (toxoplasme, polyomavirus JC,
cytomégalovirus) laisse aussi supposer  qu’il  existe des  mécanismes

d’ « immunosurveillance » du SNC, efficaces chez les sujets immunocompétents.

50



Cependant une réponse immune dans le SNC peut aussi €tre délétere pour 1’hote. La
réponse inflammatoire peut en effet s’avérer dangereuse : 1’cedéme entraine une compression
de I’organe du fait de la présence de 1’os rigide qui I’entoure. Les neurones ont des capacités
de renouvellement limitées et une réponse inflammatoire excessive peut nuire a leur fonction
et leur survie. Il est donc compréhensible que les mécanismes d’induction et de

développement d’une réponse immune dans le SNC y soient particuliérement contrdlés.

IV.1.2 Immunosurveillance du systéme nerveux central

1V.1.2.1 Rappels anatomiques

Le systeme nerveux central (SNC) est organisé en différents compartiments : le
parenchyme cérébral, les ventricules - contenant le liquide céphalo-rachidien produit au
niveau des plexus choroides - et les méninges. Parmi les méninges, on distingue la dure-mere,
au contact de 1’os, I’arachnoide contenant les vaisseaux sanguins et la pie-meére au contact du
parenchyme cérébral. Le LCR produit par les plexus choroides diffuse au niveau des espaces

sous-arachnoidiens qui entourent la pie-meére et le parenchyme.

1V.1.2.2 Les « barrieres »

Plusieurs « barriéres » empéchent D’entrée de molécules et de cellules dans le
parenchyme cérébral (cf figure 9) :

- La barriere hémato-encéphalique se situe entre I’endothelium vasculaire des
capillaires et des veinules post-capillaires et le parenchyme cérébral. Les cellules
endothéliales qui la constituent présentent des caractéristiques particuliéres: elles ne
possédent qu’une faible activité de pinocytose, n’expriment que peu de molécules
d’adhérence a 1’état basal et ¢laborent un réseau complexe de jonctions serrées entre elles.
Aprés la membrane basale vasculaire interne, on retrouve une media composée de cellules
musculaires lisses et de péricytes puis une membrane basale externe. Au dela de celle-ci, se
trouve ’espace péri-vasculaire (espace de Virchow-Robin) contenant le liquide interstitiel,
des cellules mésothéliales et des cellules macrophagiques. Cet espace est bord¢ de I’autre coté
par la pie-mere puis par la « glia limitans », constituée d’'une membrane basale, de pieds

astrocytaires et de quelques pieds de cellules microgliales juxtavasculaires. Au niveau de cette
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barriére se surajoute une barriere que 1’on pourait qualifier d’ « immuno-encéphalique » : en
effet les cellule endothéliales, les astrocytes et les neurones expriment Fas-ligand de maniere
constitutive. Cette molécule de surface, en se liant au récepteur Fas exprimé sur les
lymphocytes activés, est capable d’induire I’apoptose de ces derniers (Choi and Benveniste,
2004).

Autour des ventricules, on distingue des structures un peu particuliéres : les organes
circum-ventriculaires (épiphyse, glande pinéale, etc). Ils sont dépourvus de BHE. Ceci permet
a ces zones du cerveau de pouvoir « analyser » la concentration en certaines molécules
circulantes ou a l’inverse de déverser aisément dans le sang certaines substances
neuroendocrines. Isolés des zones cérébrales voisines, ces organes sont entourés et séparés du
LCR par les cellules épendymaires et par des cellules qui possédent des jonctions serrées tres

¢tanches: les tanicytes.

Skull
Inner and cuter layers of dura mater
Arachnoid membrane
CSF (in subarachnoid space)

Pia mater
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Blood
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Postcapiiary venule
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Figure 9 Anatomie du cerveau D’aprés Wilson EH et al, J Clin Invest, 2010
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- La barriére hémato-méningée se situe entre le sang et le LCR. Elle peut étre
subdivisée en deux parties. Au niveau des vaisseaux méningés, elle est peu perméable et est
constituée par des cellules endothéliales reliées entre elles par des jonctions serrées et par la
pie-mére. Au niveau des ventricules cérébraux, les capillaires sanguins forment des
invaginations, constituant les plexus choroides. L’endothelium vasculaire y est fenestré, ce
qui permet des échanges assez aisés entre le sang et le stroma des plexus choroides. Un
second niveau de barriere, plus étanche, est formé par les cellules épithéliales et leurs
jonctions serrées qui séparent le stroma des plexus choroides et le LCR.

- La barriére méningo-encéphalique se situe entre le LCR et le liquide interstitiel du
parenchyme cérébral. Elle est constituée par la pie-mere, barriére relativement imperméable,
au niveau de l’espace sous-arachnoidien et par les cellules épendymaires au niveau des

cavités intracérébrales.

1V.1.2.3 Les cellules résidentes du SNC :

1V.1.2.3.1 La microglie : la sentinelle

Malgré des études controversées tout au long du XX¢eéme siecle sur sa nature et son
origine (mésodermique ou ectodermique), il a finalement ét¢ démontré que la microglie
dérivait des progéniteurs myéloides embryonnaires du sac vitellin. Ce type cellulaire semble
s’individualiser treés tot lors du développement et présenterait ensuite toute au long de la vie
de fortes capacités d’auto-renouvellement et de prolifération (Ginhoux et al., 2010).

Les cellules microgliales représentent plus de 10% des cellules du SNC. Elles ne sont
pas quiescentes : elles scannent continuellement le micro-environnement avec leurs
ramifications, s’assurant ainsi de 1’absence d’altérations de [’homéostasie cérébrale
(Nimmerjahn et al., 2005).

On peut assimiler la biologie de ces cellules a celle des macrophages, dont les statuts
d’activation ont été étudiés dans le détail. On distingue en effet les macrophages de type M1,
spécialisés dans I’¢limination des pathogenes, et les macrophages de type M2, impliqués dans
le processus de réparation et de remodelage tissulaire (Geissmann et al., 2010). Les cellules
microgliales semblent aussi capables de polariser leur état d’activation pour exercer des
réponses effectrices appropriées aux différentes atteintes de 1’intégrité du tissu cérébral

(Ransohoff and Perry, 2009).
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La microglie est un élément majeur dans le déclenchement de I’inflammation en cas

d’altération de I’homéostasie cérébrale, comme nous le verrons par la suite.

IV.1.2.3.2 Autres cellules myéloides du SNC

En plus de la microglie, seule cellule my¢loide située derriere la barriére hémato-
encéphalique, le SNC contient d’autres phagocytes mononucléés localisés au niveau des
méninges, des espaces périvasculaires et des plexus choroides (Ransohoff and Cardona,

2010).

On distingue ainsi :

- Les macrophages des plexus choroides. Ils possédent un phénotype proche de celui
des cellules dendritiques car ils expriment a la fois des molécules de CMH-II mais
aussi des molécules de co-stimulation permettant I’activation de lymphocytes T CD4+
via la présentation d’Ag issus de la circulation sanguine. Ils permettraient la
restimulation et le passage de LT CD4+ mémoires a travers la barriere hémato-
méningée.

- Les macrophages méninggs. IIs sont localisés au niveau de 1’espace sous-arachnoidien.
Ils expriment le CMH-II constitutivement et joueraient un rdle dans la présentation
d’Ag issus du SNC aux LT CD4+ présents dans le LCR.

- Les macrophages périvasculaires : ils sont présents dans I’espace périvasculaire entre
les vaisseaux et la membrane basale de la « glia limitans » formée par les astrocytes.
Ils pourraient restimuler les LT CD4+ effecteurs extravasés a travers les jonctions
serrées des vaisseaux sanguins et favoriser leur passage dans le parenchyme cérébral.

L’ensemble de ces phagocytes joue probablement un role important dans

I’immunosurveillance du SNC par les lymphocytes T CD4+ mémoires. Ils auraient aussi une
fonction-clé lors des phases effectrices des réponses adaptatives dirigées contre un Ag présent
au niveau du SNC.

Dans les plexus choroides, les méninges et le LCR on trouve aussi quelques cellules
dendritiques. Elles présentent un phénotype de cellules dendritiques immatures, produiraient
de I’II-10 et ne semblent pas exprimer de molécules de costimulation, ce qui suggere un role
plutét immunosuppresseur de ces populations cellulaires (Serot et al., 2000). Le parenchyme

cérébral, lui, semble dénué de cellules dendritiques a 1’état basal.
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IV.1.2.3.3 Les astrocytes

Les astrocytes sont des cellules d’origine neuro-ectodermique dont les fonctions sont
essentiellement de nature neurotrophique (sécrétion et recyclage des neurotransmetteurs,
régulation du métabolisme énergétique, remodelage synaptique, modulation du stress
oxydant, etc). Récemment est apparu le concept que les astrocytes pouvaient é¢galement
participer a la surveillance de I’intégrit¢ du parenchyme cérébral. En effet, ces cellules
expriment un certain nombre de récepteurs capables de reconnaitre divers signaux de danger.
Aprées activation, les astrocytes peuvent secréter des médiateurs solubles pro-inflammatoires
comme CCL2, IL-6, CXCL10 ou BAFF qui contribuent ensuite a la neuroinflammation et a la
réponse immunitaire innée. Secondairement, la prolifération des astrocytes peut permettre de

confiner la 1ésion et de restaurer ’homéostasie cérébrale (Farina et al., 2007).

1V.1.2.4 Le systeme de drainage « antigénique »

Le déclenchement d’une réponse immune adaptative implique le drainage des
antigénes (Ag) et des cellules présentatrices d’Ag (CPA) a partir de I’organe 1¢ésé, le long de
vaisseaux lymphatiques vers les ganglions régionaux. C’est ensuite au niveau de ces
ganglions (organes lymphoides secondaires) que les Ag sont présentés aux LT et aux LB
naifs. L’activation, la prolifération puis la différenciation des lymphocytes spécifiques de
I’Ag s’y succedent, aboutissant a la génération de cellules effectrices et de cellules mémoires.
Ces cellules quittent ensuite le ganglion et recirculent dans 1’ensemble de I’organisme. Les LT
effecteurs vont pouvoir retourner exercer leurs fonctions effectrices sur le site de la Iésion.
Parmi les cellules mémoires, on distingue les LT mémoires centraux, qui restent présents de
nombreuses années et « scannent » les CPA des organes lymphoides secondaires préts a réagir
en cas de nouvelle rencontre avec I’Ag, et les LT mémoires effecteurs, qui jouent le méme
role mais recirculent dans les tissus. L’ensemble de ces mécanismes est essentiel pour assurer
I’immunosurveillance d’un organe.

Le SNC ne possede pas de systeme de drainage lymphatique « conventionnel ». Mais
il existe un drainage particulier de cet organe. Ainsi, le fluide interstitiel et les molécules
solubles présentes dans le milieu extracellulaire du parenchyme cérébral sont drainés le long
de la membrane basale des capillaires et des arteres, au niveau de 1’espace périvasculaire. Le

drainage se poursuit ensuite vers les ganglions cervicaux (Cserr et al., 1992). Ce systéme de
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drainage ne permet que le passage de molécules solubles et ne peut donc étre emprunté par les
cellules dendritiques, d’ailleurs absentes du parenchyme dans des conditions normales. Il
explique en partie la formation des 1ésions d’angiopathie amyloide dans la MA: le peptide AB,
drainé, présent en forte concentration au niveau périvasculaire, s’insolubilise et se dépose au
niveau de la paroi des capillaires sanguins.

Un autre systéme de drainage du SNC est celui du LCR vers les ganglions cervicaux.
Le LCR, produit par les plexus choroides, circule a travers les ventricules vers les espaces
sous-arachnoidiens. Il est résorbé a plusieurs niveaux. Une des voies de résorption majeures
implique un passage a travers le plateau cribriforme vers les vaisseaux lymphatiques de la
muqueuse nasale. Ces derniers drainent ensuite le LCR vers les ganglions cervicaux (Johnston
et al., 2004). Le LCR est aussi résorbé en grande partie au niveau des villi arachnoidiens et
des granulations directement dans le flux sanguin. Les Ag et les cellules dendritiques
présentes dans le LCR peuvent ainsi aussi migrer vers la rate.

Les ganglions cervicaux et la rate semblent donc étre les deux sites potentiels ou
peuvent étre initiées des réponses adaptatives dirigées contre des Ag du SNC. A [’état
« basal », les ganglions cervicaux seraient plutot tolérogenes. En effet, il a ét¢ montré
qu’apres injection d’ovalbumine (OVA) dans le striatum de souris sauvages, les cellules de
leurs ganglions cervicaux, injectées par voie intraveineuse dans des souris naives, étaient

capables de transférer un état de tolérance vis-a-vis de 'OV A (Wenkel et al., 2000).

1V.1.2.5 L’immunosurveillance par les lymphocytes T périphériques

La migration de cellules périphériques vers le SNC est, nous I’avons vu, trés finement
controlée par les différentes barrieres qui protégent le parenchyme cérébral.

Le LCR semble €tre un lieu trés important dans le cadre de I’'immunosurveillance par
les LT CD4. Les LT CD4+ mémoires constituent en effet plus de 80% des cellules présentes
dans le LCR d’individus sains (Engelhardt and Ransohoff, 2005). Elles traversent assez
facilement I’endothelium fenestré puis, probablement apres reconnaissance d’Ag circulants
présentés par les macrophages des plexus choroides, elles pénétrent a travers I’épithelium et
ses jonctions serrées par des mécanismes de type diapédése. Les LT CD4+ mémoires
semblent circuler en « flux continu » dans le LCR, permettant ainsi le passage de nombreux
lymphocytes de spécificités différentes (Engelhardt and Ransohoff, 2005). Une fois dans le

LCR, ces cellules peuvent « scanner » les macrophages méningés et les cellules dendritiques
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leur présentant cette fois des Ag issus du parenchyme cérébral. En absence de
neuroinflammation, les LT CD4, polarisés vers un phénotype Th2, pourraient alors secréter
un certain nombre de facteurs comme 1’IL-4 et I'IGF-1 (Derecki et al., 2010). En agissant sur
la composition moléculaire du milieu méningg, ces cellules pourraient favoriser la production
de facteurs neurotrophiques par les neurones, influer sur le phénotype microglial et augmenter
la neurogénése, contribuant ainsi au bon fonctionnement cognitif (Schwartz and Shechter,
2010a). Cette découverte rejoint le concept d’ « auto-immunité protectrice » développé par M
Schwartz et J Kipnis, selon lequel les LT reconnaissant des Ag du soi prendraient part a
I’homéostasie tissulaire (Schwartz and Kipnis, 2011).

Dans des conditions physiologiques, les LT CD4+ qui patrouillent dans le LCR ne
pénétrent pas dans le parenchyme. On retrouve cependant des lymphocytes T,
majoritairement de type CD8, en tres faible quantité a I’état basal dans le parenchyme
cérébral (Loeffler et al., 2011). On ne connait pas encore trés bien le mécanisme d’entrée de
ces cellules, ni si elles sont spécifiques ou non d’Ag cérébraux. La fonction de ces cellules
reste encore trés mystérieuse. Des populations de lymphocytes mémoires spécifiques vis-a-vis
de pathogenes ayant infecté le cerveau semblent capables de persister a long terme dans le
parenchyme cérébral et d’assurer localement une protection contre une éventuelle réinfection
(Wakim et al., 2010). Il semble méme que des lymphocytes spécifiques de pathogenes
présents uniquement en périphérie puissent se localiser au niveau des plexus choroides, des
leptoméninges et du parenchyme, permettant ainsi d’empécher I’extension de I’infection dans

le SNC (Kwok et al., 2002).

IV.2 Réponse immune dans le SNC

IV.2.1 Réponses innées

Un certain nombre de signaux peuvent induire une activation des cellules microgliales.
Ils ont tous en commun de signifier une menace pour I’intégrité structurale et fonctionnelle du
SNC. On peut citer par exemple 1’apparition de facteurs qui ne sont pas habituellement en
contact avec la microglie (constituants plasmatiques (fibrinogéne), structures microbiennes),
la présence de constituants intracellulaires en forte concentration dans le milieu extracellulaire
ou encore la présence de molécules dans des configurations fonctionnelles particuliéres

(complexes immuns) ou structurellement anormales (agrégats protéiques). Ces « menaces »
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sont détectées grace a des récepteurs sur la microglie. Parmi ceux-ci, on trouve les « Pattern
Recognition Receptor » (PRR) capables de reconnaitre des molécules de type « Pathogen
Associated Molecular Patterns » (PAMPs) ou de type « Danger Associated Molecular
Patterns » (DAMPs) exprimés respectivement sur des pathogeénes ou sur des composants
cellulaires dont la présence signe l’atteinte de I’intégrité¢ tissulaire (Matzinger, 2002).
L’interaction PAMPs/PRR ou DAMPs/PRR permet d’activer la microglie et d’induire la
réponse immunitaire innée, qui est notamment responsable de la réaction inflammatoire.

A 1I’état basal, les neurones exercent sur la microglie une action inhibitrice, par contact
cellulaire (interactions CD200/CD200R et CD22/CD45) ou a distance (interactions CX3CLI1
(forme secrétée)/ CX3CR1 et ICAMS (forme soluble) /LFA1) (Ransohoff and Cardona,
2010). La microglie peut s’activer en 1’absence de ces signaux inhibiteurs, c’est-a-dire dans
les cas ou il existe une atteinte neuronale. Elle exprime aussi des récepteurs aux
neurotransmetteurs qui pourraient moduler ses fonctions (Férber et al., 2005).

Les fonctions effectrices de la microglie en termes de production de cytokines, de
chimiokines, de facteurs neurotrophiques, d’especes réactives de I’oxygeéne ou de dérivés
nitrés, ainsi qu’en termes de propriétés de phagocytose semblent varier selon la nature du
stimulus. Elles peuvent aussi étre modulées lors de la phase effectrice de la réponse immune
par I’interaction avec des lymphocytes T CD4+ effecteurs ou mémoires. Il a en effet été
montré que ces derniers étaient capables de diminuer la réponse inflammatoire, en agissant
notamment sur ’inflammasome (complexe multi-protéique responsable de I’activation de
caspases et de production d’IL1-f) (Guarda et al., 2009). La microglie exprime aussi certains
récepteurs aux cytokines ; son activité peut étre modulée par I’environnement cytokinique.

L’action de la microglie est souvent bénéfique dans un contexte de 1ésions du SNC sur
un mode « aigu ». En effet, c’est la cellule qui va initier la réponse immunitaire innée. Elle
permet d’induire I’inflammation. Cependant, aprés endocytose de I’antigene, la microglie ne
semble pas capable, contrairement aux cellules dendritiques, de migrer vers les ganglions
lymphatiques qui drainent le tissu 1ésé. Elle ne peut donc pas induire de réponse immune
adaptative. Par contre, elle peut présenter in situ ’Ag aux lymphocytes T et contribuer a
I’¢élimination de la cause de la rupture de I’intégrité du cerveau.

La réponse inflammatoire intense initiée par la microglie peut secondairement
favoriser I’entrée de cellules myéloides périphériques dans le SNC. Cette entrée, inhibée a
1’¢état basal par le TGFp, est possible grace a la production de CCL2 par les cellules gliales.
Les cellules my¢loides CCR2+ peuvent alors traverser la barriére hémato-encéphalique, se

différencier en macrophages et contribuer a la réponse immunitaire innée.
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En présence d’une inflammation du SNC, le nombre de cellules dendritiques présentes
dans le LCR augmente. On observe aussi ’apparition de cellules dendritiques dans le
parenchyme (Fischer and Reichmann, 2001), y compris dans des contextes de maladies
neurodégénératives (Rosicarelli et al., 2005). L’origine de ces cellules reste controversée : se
différencient-elles in situ a partir de la microglie, migrent-elles a partir du pool présent dans
les méninges et les plexus choroides, ou encore depuis de la périphérie ?

Des expériences d’inoculations intracérébrales ou intrathécales d’agents infectieux ont
démontré une différence de « réactivité » des cellules dendritiques selon leur localisation. En
effet, on observe une absence de réponse immune lorsque les pathogénes sont injectés dans le
parenchyme, contrastant avec la forte réponse immune induite s’ils sont inoculés dans le LCR
(Matyszak and Perry, 1997). Les cellules dendritiques présentes dans le LCR seraient donc
capables de migrer et initier une réponse T dans les ganglions cervicaux alors que les cellules
dendritiques présentes dans le parenchyme dans un contexte de neuro-inflammation
n’auraient qu’une fonction de réactivation locale des cellules T (Pashenkov and Link, 2002).

Rappelons aussi que I’Ag peut atteindre les ganglions cervicaux et la rate selon les
systémes de drainage un peu particuliers que nous avons vu. Dans ces organes lymphoides
secondaires, I’Ag peut étre endocyté localement par les cellules dendritiques et étre présenté

aux LT CD4+ naifs.

IV.2.2 Réponses adaptatives

Nous avons vu qu’a I’état basal, le microenvironnement des ganglions cervicaux est plutot
tolérogene. Il est fort probable qu’en présence d’une forte inflammation cérébrale et de
signaux de danger, des réponses effectrices de type Th1 Th2 ou Th17 puissent tout de méme y
étre induites.

Il faut aussi rappeler que de nombreux pathogenes, méme s’ils sont neurotropes, ont une
phase de dissémination systémique avant de gagner le SNC. On peut donc imaginer qu’une
réponse adaptative contre le pathogene puisse étre initiée dans des ganglions périphériques.

Une fois la réponse adaptative initi¢e, les LT CD4+ effecteurs vont recirculer et se diriger
vers les tissus 1ésés par un mécanisme que ’on appelle le « homing ». La voie d’entrée
principale des LT CD4+ activés dans le SNC est la barriére hémato-encéphalique, au niveau
des veinules post-capillaires. Les mécanismes de la traversée de cette barriere ont été bien

¢tudiés dans un modele murin de la sclérose en plaques : 1’encéphalomyélite auto-immune
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expérimentale (EAE). L’étude par microscopie intravitale a deux photons des comportements
de deux populations de LT CD4, I’'une spécifique d’un Ag cérébral (Myelin Basic protein,
MBP) et I’autre non (ovalbumine OVA), a permis de mettre en évidence des différences entre
ces deux populations (Kawakami and Fliigel, 2010). Les deux types de lymphocytes
effectuent des mouvements de « crawling » le long des vaisseaux méningés. Le passage a
travers 1’endothelium peut ensuite se faire, via des mécanismes d’extravasation encore peu
définis, mettant en jeu des molécules d’adhérence, des récepteurs de chimiokines, des
intégrines et des protéines couplées aux protéines G. Les lymphocytes, quelle que soit leur
spécificité antigénique, arrivent donc dans 1’espace périvasculaire. Aprés une nouvelle phase
de «crawling », caractérisée par des contacts plus ou moins longs avec les macrophages
périvasculaires, seuls les lymphocytes spécifiques de 1’Ag cérébral semblent capables de
s’activer (expression de marqueurs d’activation et relargage de cytokines) et d’entrer dans le
parenchyme cérébral a travers la pie-mere et la glia limitans (Kawakami and Fliigel, 2010).
Reboldi et coll. ont montré que des LT autoréactifs pouvaient aussi entrer dans le parenchyme
cérébral a travers les plexus choroides. Ce mécanisme parait jouer un role important dans
I’initiation de I’EAE mais relatif dans les stades ultérieurs de la pathologie (Reboldi et al.,
2009).

Une fois dans le parenchyme, les LT peuvent se comporter de deux manicres différentes :
la plupart est trés mobile, scannant les cellules présentratices d’Ag localement. Mais une
partie des cellules semble stationnaire, elles sont probablement en cours d’interaction avec
des CPA leur présentant un Ag spécifique. Les LT CD4+ peuvent alors s’activer, produire des
cytokines pro-inflammatoires et induire la symptomatologie de ’EAE (Kawakami and Fliigel,
2010).

Ces mécanismes, ici ¢tudiés dans I’EAE, sont probablement similaires dans le cadre
d’infections du SNC par des pathogeénes, méme si les cellules effectrices peuvent différer (LT
CDS8+ et virus neurotropes par exemple). Dans ces deux cas, l’initiation de la réponse
adaptative a eu lieu au niveau périphérique par immunisation avec des antigénes du SNC
émulsifiés dans du CFA (EAE) ou par une phase de dissémination du pathogene depuis sa
voie d’entrée dans I’organisme.

Mais dans le cadre de pathologies se développant spontanément au sein du SNC, sans
passage périphérique, comme c’est le cas pour les tumeurs cérébrales ou la plupart des
maladies neurodégénératives, I’initiation d’une réponse immune adaptative, si elle existe
spontanément, met probablement en jeu des mécanismes différents. Ces pathologies sont

d’autant plus complexes qu’elles ne peuvent étre « combattues » par le systéme immunitaire
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que si ce dernier est capable de reconnaitre les signaux de danger et le « soi modifi¢ »,

outrepassant ainsi les mécanismes de tolérance préexistants.

IV.3 Le systéeme immunitaire dans la physiopathologie de

la MA

IV.3.1 Problématique

1V.3.1.1 Le cas particulier des maladies neurodégénératives

Les maladies neurodégénératives sont souvent caractérisées par des lésions qui
touchent spécifiquement certaines régions cérébrales, si¢ges d’une réaction
neuroinflammatoire et de mort neuronale. La conséquence de ces lésions peut apparaitre sous
forme de démence, comme dans la MA, la maladie de Creutzfel-Jacob (MCJ) ou la maladie
d’Huntington (MH), ou sous des formes touchant les fonctions motrices comme dans la
sclérose latérale amyotrophique (SLA) ou encore la maladie de Parkinson (MP). Les
¢tiologies de ces pathologies sont diverses et souvent mal connues, mais elles ont souvent
pour point commun une accumulation de protéines du « soi » mal conformées dans ou autour
des neurones (protéine A et protéine Tau dans la MA, a-synucléine dans la MP, protéine
prion dans la MCJ, Huntingtine dans la MH, mSOD dans la SLA, etc).

Dans ces pathologies, si la neuroinflammation signe bien le déclenchement d’une
réponse innée dans le parenchyme cérébral, le déclenchement d’une réponse adaptative
semble plus incertain. En effet, nous avons vu que 1’environnement des ganglions cervicaux
était plutdt « tolérogeéne » a 1’état basal. De plus, il n’y a pas a proprement parler d’Ag
« étranger » puisque la pathologie provient d’une mauvaise conformation d’une protéine du
soi. Il est cependant envisageable que des cellules présentatrices d’Ag de type cellules
dendritiques, recrutées par 1’inflammation, puissent phagocyter les protéines mal conformées,
acquérir un phénotype activé, et soient ensuite capables d’induire une réponse T CD4+
dirigée contre ces protéines dans les organes lymphoides secondaires. De méme le drainage
de I’Ag mal conformé jusqu’aux ganglions cervicaux et la rate, pourrait induire une réponse
lymphocytaire B, car ces cellules reconnaissent des structures tridimensionnelles natives, et la
structure formée par les protéines du soi mal conformées peut étre reconnue comme du non-

Sol.
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Dans le cadre de la MA, le peptide AP est présent en périphérie : dans les tissus et sous
forme circulante. Il ne semble pas étre dans une conformation percue comme « dangereuse »
et ne parait donc pas induire d’inflammation. Ainsi, il semble trés probable que I’organisme
ait développé des mécanismes de « tolérance » vis-a-vis d’Af, comme pour tout Ag du soi,

afin d’éviter le développement de pathologies auto-immunes.

1V.3.1.2 La tolérance immunitaire

La tolérance des lymphocytes T CD4+ vis-a-vis d’'un Ag peut étre induite par
différents mécanismes :

- La sélection négative au niveau du thymus, lieu de ’ontogénie des lymphocytes T
(tolérance « centrale »). C’est dans cet organe que sont générés et sélectionnés les LT
«naifs » en fonction d’une part de la capacité de leur TCR (issu d’un réarrangement
clonal) a reconnaitre les molécules de CMH du soi (sélection positive) et d’autre part
de leur capacité a ne pas reconnaitre les Ag du soi (sélection négative). Lors de cette
derniére étape, le LT reconnaissant avec une forte affinit¢ un Ag du soi regoit un
signal d’apoptose et subit une « délétion clonale » (Kappler et al., 1987).

- La génération de lymphocytes T régulateurs dans le thymus (« Tregs naturels » ou
nTregs). Dans le cas ou la reconnaissance de I’Ag du soi se fait avec une affinité
moindre, le LT au cours de son développement peut, non plus subir 1’apoptose, mais
se différencier en lymphocyte T régulateur. Ces lymphocytes T se caractérisent par
I’expression constitutive de différents marqueurs comme le CD25 (chaine o du
récepteur a I’IL-2) le GITR (Glucocorticoid Induced TNF Receptor) ou encore le
CTLAA4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4). Ils expriment le facteur de transcription
Foxp3, nécessaire a la fois a leur développement, leur maintenance et leur fonction
(Fontenot et al., 2003).

- La génération de lymphocytes T régulateurs en périphérie (« Tregs induits » ou
iTregs). Une fois matures, les LT CD4+ dits « naifs », qui n’ont pas encore rencontrés
I’antigéne, sortent du thymus et passent dans le flux sanguin. Ils vont ensuite
« patrouiller » dans les organes lymphoides secondaires a la recherche d’une cellule
dendritique leur présentant I’Ag dont ils sont spécifiques. Le cas échéant, le LT pourra
alors proliférer et se différencier en cellule effectrice (généralement une cellule

auxilaire (« helper ») Th). Mais les LT CD4+ naifs peuvent aussi, lors de Ia
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reconnaissance de 1’Ag, se différencier en iTregs. En présence d’un
microenvironnement « tolérogeéne » comme de fortes concentrations de TGFf} ou d’IL-
10 (Chen et al., 2003), ou si la cellule présentant I’ Ag exprime un phénotype immature
avec une faible expression de molécules de costimulation (Wing et al., 2006), le
facteur de transcription Foxp3 peut étre induit dans le LT CD4. Les iTregs sont
présents en forte quantité dans les tissus lymphoides associés aux muqueuses. Ces
iTregs peuvent étre spécifiques d’un Ag du soi, mais ils peuvent aussi étre induits en

présence d’un allo-Ag ou d’un xéno-Ag.

Les nTregs et iTregs agissent en périphérie pour réguler la réponse immune par différents
mécanismes (cf figure 10).

En établissant des contacts cellulaires avec des cellules impliquées dans la réponse
immunitaire (cellules dendritiques et LT effecteurs principalement), ils peuvent inhiber leurs
fonctions. Ainsi CTLA-4, analogue de CD28, reconnait les molécules de co-stimulation
CD80 et CD86 exprimées sur les cellules dendritiques : les Tregs peuvent ainsi induire
I’inhibition de la sécrétion de cytokines par les cellules dendritiques, ce qui limite I’expansion
des LT (Dejean et al., 2009). Par ce méme mécanisme, les Tregs peuvent aussi induire
I’expression d’une enzyme (IDO) dans la cellule dendritique, ce qui aboutit a la génération de
métabolites pro-apoptotiques responsables de la suppression des cellules effectrices (Fallarino
et al., 2003).

Les Tregs peuvent également agir par la sécrétion de facteurs solubles, comme les
cytokines immuno-suppressives IL-10, IL-35 ou TGFp, cette derniére pouvant aussi agir par
contact cellulaire en restant fixée a la membrane. Ils peuvent de plus inhiber la prolifération
des LT effecteurs par compétition métabolique, en captant toute I’IL-2 présente dans le milieu
grace a leur forte expression du CD25 (chaine o du récepteur de haute affinité pour I’'IL-2)
(Vignali et al., 2008). Plus récemment des mécanismes de suppression par cytolyse ont été
décrits : que I’action cytolytique étant dirigée contre les cellules T effectrices (Gondek et al.,
2005) ou contre les cellules présentatrices d’Ag (Boissonnas et al., 2010). Enfin d’autres
mécanismes ciblant la cellule dendritique ou les LT effecteurs ont également ét¢ mis en
évidence : le récepteur LAG3 exprimé par les Tregs inhiberait la maturation des cellules
dendritiques (Liang et al., 2008), la neuropiline 1 favoriserait des interactions prolongées
avec les cellules dendritiques au détriment des cellules naives (Sarris et al., 2008) et

I’expression par les Tregs des ectoenzymes CD39 et CD73, générant de 1’adénosine
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péricellulaire permettrait d’inhiber directement les cellules T effectrices via 1’activation du

récepteur a I’adénosine A2AR (Deaglio et al., 2007).
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Figure 10 : Principaux mécanismes d’action des Tregs. D’aprés Vignali et al, Nat Rev Immunol 2008

Par ailleurs, les Tregs semblent aussi capables de cibler les populations de monocytes/
macrophages en favorisant leur activation vers un phénotype « alternatif » caractérisé par des
fonctions essentiellement anti-inflammatoires et phagocytaires, primordiales pour la
réparation tissulaire (Tiemessen et al., 2007).

Si ces nombreux mécanismes d’action ont été étudiés en détail, il reste tout de méme une
controverse sur la spécificité antigénique de I’action suppressive des Tregs. L’activation des
Tregs semble bien dépendre d’un mécanisme spécifique de I’Ag mais de nombreuses études
ont mis en évidence une action suppressive « bystander » de ces cellules au cours de la phase
effectrice (Thornton and Shevach, 2000), (Li et al., 2006).

Les mécanismes d’action multiples que nous avons décrits sont probablement utilisés par
des sous-populations différentes de Tregs. Il semble effectivement qu’il existe une
spécialisation des populations Tregs selon leur localisation. Si les Tregs sont situés
majoritairement dans les organes lymphoides secondaires (OLS), ils sont aussi présents en

forte quantité dans les tissus non-lymphoides méme en I’absence d’inflammation (Sather et
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al., 2007). On distingue des différences phénotypiques entre ces deux sous-populations de
Tregs, ceux des organes lymphoides expriment des marqueurs plutot caractéristiques de
cellules «naives » (CD62L+ CCR7+), alors que ceux qui migrent dans les tissus non
lymphoides expriment fortement le CD44 (CD44hi) et semblent se comporter plutét comme
des cellules effectrices ou mémoires. Les fonctions exercées par ces deux sous-populations de
Tregs sont probablement différentes: les Tregs présents dans les OLS agiraient
principalement par des mécanismes mettant en jeu CTLA-4. IIs auraient un réle important au
cours de I’initiation des réponses adaptatives vis-a-vis d’un pathogene, permettant, en limitant
la prolifération des LT effecteurs dans le ganglions, de favoriser la migration de ces derniers
vers le site d’infection (Lund et al., 2008). Les Tregs présents ou recrutés dans les tissus non
lymphoides joueraient quant a eux plutot un role dans le contrdle de la réponse inflammatoire
au niveau du site 1és¢ (Campbell and Koch, 2011).

Au niveau fonctionnel, plusieurs études ont montré que les Tregs pouvaient utiliser des
facteurs de transcription associés a un certain type de différenciation « Th » pour assurer le

retour a I’homéostasie tissulaire au cours de réponses immunes orientées Thl Th2 ou Th17

(cf figure 11).
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Figure 11 : Différenciation fonctionnelle des cellules Th et Treg. D’aprés Campbell et al. Nat Rev
Immunol 2011
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Ainsi T-bet est le facteur de transcription principal contrdlant la différenciation, la
migration et la fonction des cellules Thl. Des nTregs exprimant Tbet s’accumulent au site
inflammatoire au cours de réponses de nature Thl et semblent importants pour réguler la
prolifération des cellules effectrices de type Thl (Koch et al., 2009). La méme chose a été
montré avec le facteur de transcription IRF4 et les réponses de type Th2 (Zheng et al., 2009)
ainsi qu’avec STATS3 et les réponses de type Th17 (Chaudhry et al., 2009).

Les iTregs semblent également présenter une importante plasticité au niveau
fonctionnel. Un certain nombre de cytokines telles I’'IL-1, I’'IL-6 ou I’IL-12 peuvent induire la
diminution de I’expression de Foxp3 et la reconversion de cellules iTregs en cellules
effectrices pro-inflammatoires. La constatation de ce phénoméne a remis en cause I’utilité des
thérapeutiques utilisant des iTregs (Sakaguchi et al., 2008). La stabilit¢ de I’expression du
marqueur Foxp3 dépend de 1’état de méthylation du locus: ainsi un statut de faible
déméthylation des séquences non codantes de Foxp3 est associ¢ a un phénotype instable
(Floess et al., 2007). Des travaux récents dans un modele de réaction du greffon contre 1’hote
chez la souris ont démontré que des cellules dendritiques de la rate, en présence de TGFp,
pouvaient induire des iTregs spécifiques d’Ag. La majorité des iTregs ainsi induits ont un
statut de déméthylation important du locus Foxp3, comparable a celui présent dans les
nTregs. Ces iTregs semblent capables de persister pendant une longue période en conservant
leurs propriétés immunosuppressives (Sela et al., 2011). La déméthylation du locus Foxp3
stabiliserait la cellule Treg en tant que cellule dotée de propriétés immunosuppressives, et ce
méme si elle devait secondairement perdre de maniére transitoire 1’expression de Foxp3
(Miyao et al., 2012). Ces résultats ont relancé 1’espoir suscité par I’emploi de thérapeutiques
utilisant les iTregs dans un certain nombre de pathologies.

D’autres populations lymphocytaires peuvent aussi exercer des fonctions régulatrices
et anti-inflammatoires et semblent notamment avoir un rdle protecteur dans ’EAE telles les
cellules T CD4+ Foxp3- de type Trl (productrices d’IL-10) ou Th3 (productrices de TGFp)
(Jadidi-Niaragh and Mirshafiey, 2011), les cellules NK (Zhang et al., 1997) ou encore les
cellules NK-T (Singh et al., 2001). Leur implication dans les autres maladies
neurodégénératives n’a pas €été encore vraiment étudiée.

Indépendamment des systémes de tolérance impliquant les lymphocytes, 1’organisme a
développé d’autres mécanismes pour réguler les réponses inflammatoires trop fortes. Parmi
ceux-ci, les MDSCs (Myeloid-derived suppressor cells) jouent un role important. Ces cellules
forment un ensemble hétérogeéne, qui comprend des progéniteurs de cellules myéloides et des

cellules myéloides immatures. Elles sont présentes dans la moelle osseuse, mais sont trés peu
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nombreuses voire absentes des organes lymphoides secondaires a 1’état basal. Dans certaines
conditions pathologiques, notamment dans les cancers, les MDSCs peuvent s’accumuler dans
la tumeur et les ganglions drainants ou elles ont une forte capacité a inhiber les réponses T.
On retrouve aussi ces cellules en grande quantité dans les organes lymphoides secondaires
dans certaines maladies infectieuses (infection a Mycobacterium tuberculosis) et dans
certaines maladies auto-immunes. Dans ’EAE, ces cellules semblent augmenter en proportion
dans le parenchyme cérébral, parallelement a I’inflammation (Zhu et al., 2007). Chez la
souris, les MDSCs expriment les marqueurs Grl et CD11b. Chez I’Homme elles sont
CDI11b+ CDI14- CD33+ (Gabrilovich and Nagaraj, 2009). Elles exercent leurs fonctions
suppressives sur les LT par I’expression de deux enzymes : I’arginase 1 et iNOS (Gabrilovich
and Nagaraj, 2009). Ces cellules inhibent les réponses T par la sécrétion d’espéces réactives
de 'oxygene et de peroxynitrite qui, en modifiant biochimiquement le TCR, empéche la
reconnaissance de 1’Ag (Nagaraj et al., 2007). Les MDSCs pourraient aussi favoriser la
différenciation de novo de iTregs (Huang et al., 2006). Ces cellules pourraient avoir un role
physiologique en limitant le développement de réponses immunes excessives. En se
différenciant rapidement en cellules matures, elles n’auraient alors qu’une action suppressive
transitoire. Mais dans les cas d’inflammation chronique, comme dans le cancer ou dans
certaines infections, leur présence prolongée maintiendrait un environnement

immunosuppresseur potentiellement délétére (Gabrilovich and Nagaraj, 2009).

Les mécanismes de tolérance développés par I’organisme sont donc nombreux, complexes
et finement régulés pour permettre le maintien de I’homéostasie tissulaire. Cependant, dans
certaines pathologies chroniques, comme certaines infections, les cancers ou les maladies
neurodégénératives, ces mécanismes vont certes permettre de limiter le processus
inflammatoire mais peuvent aussi, en inhibant la réponse immune, empécher 1’¢élimination de

la cause de ’inflammation.

IV.3.1.3 Réponses effectrices et régulatrices dans les maladies

neurodégénératives

Dans le cadre des maladies neurodégénératives, de nombreuses questions restent posées :

une réponse immune adaptative se développe-t-elle spontanément contre les protéines mal
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conformées ? Des mécanismes de tolérance existent-ils ? Quelles sont les conséquences de
ces réponses effectrices et/ou tolérogénes sur la physiopathologie de la maladie ?

Des lymphocytes T ont été détectés en faible quantité dans le parenchyme cérébral de
quasiment toutes les maladies neurodégénératives. La mort neuronale observée dans ces
pathologies semble dépendre d’un dialogue complexe entre les neurones, qui produisent des
protéines mal conformées, et la microglie. Les LT, en modulant ce dialogue, pourraient
promouvoir neuroprotection ou neurotoxicité.

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est caractérisée par une faiblesse et une
atrophie musculaire consécutives a 1’atteinte des neurones moteurs du tronc cérébral, de la
moelle épiniere et du cortex cérébral. Des modeles murins transgéniques de la maladie ont été
développés, basés sur I’expression de la SOD1 mutée (mSOD exprimant des mutations
caractérisées dans les formes monogéniques humaines). Dans la maladie humaine ainsi que
dans les modeles murins, on observe au niveau des lésions une accumulation de microglie
activée, de lymphocytes T et de cellules dendritiques. L’expression de CCL2, facteur chimio-
atttractant a la fois des monocytes et des lymphocytes T y est forte (Appel et al., 2010). Afin
de déterminer le role bénéfique ou délétere des LT, Beers et coll. et Chiu et coll. ont étudié la
pathologie chez des souris dépourvues de LT ou dépourvues de LT CD4+ (Beers et al., 2008),
(Chiu et al., 2008). De maniére inattendue, ils ont constaté que, chez ces souris, la pathologie
est exacerbée. La phase initiale relativement lente de la maladie est absente. Le transfert
adoptif de LT effecteurs restaure cette phase initiale et prolonge la survie des souris (Banerjee
et al., 2008). L’effet neuroprotecteur des T CD4+ semble s’exercer sur la microglie : ils
permettraient, en effet, de favoriser un état d’activation « alternatif », anti-inflammatoire, de
type M2. Une étude récente dans un modele murin et chez des patients atteints de SLA, a
démontré que cette action pouvait étre médiée par des Tregs aux stades précoces de la
maladie (Beers et al., 2011). D’autres auteurs ont démontré le réle délétére du transfert
adoptif de cellules monocytaires dérivées de la moelle osseuse de type M2 chez des souris
mSOD. Ces cellules iraient se localiser dans la rate ou elles empécheraient le développement
d’une réponse effectrice adaptée (Vaknin et al., 2011). Parallelement, ces mémes auteurs
montrent que les patients atteints de SLA ont un taux circulant de MDSCs deux fois plus
importants que des sujets sains de méme age. Ils suggerent ainsi que des mécanismes
immunosuppresseurs périphériques pourraient intervenir dans la physiopathologie de cette
maladie et limiter le développement d’une réponse T potentiellement efficace.

La maladie de Parkinson (MP) est une autre maladie neurodégénérative qui se caractérise

cliniquement par des tremblements, de la rigidité et un ralentissement moteur. Le processus
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neurodégénératif atteint la substance noire et les neurones dopaminergiques des faisceaux
nigro-striés. La présence de corps de Lewy intracytoplasmiques, contenant des protéines mal
conformées (a-synucléine nitrée) est aussi un élément caractéristique de la pathologie. La
découverte que des neurotoxines (dont la methylphényltetrahydropyridine, MPTP) pouvaient
reproduire les symptomes de la maladie a permis le développement de modeles murins. Chez
les patients atteints de MP ainsi que dans les modeles murins de la maladie, on observe une
infiltration de LT CD4+ et CD8+ au niveau des 1ésions (Brochard et al., 2009). Ces cellules T
semblent participer au processus neurodégénératif : les souris SCID et RAG!I -/- dépourvues
de LT et de LB ainsi que les souris TCRp -/-, dépourvues de LT, sont en effet en partie
résistantes a I’action neurotoxique de la MPTP sur les neurones dopaminergiques (Benner et
al., 2008), (Brochard et al., 2009). De plus le transfert adoptif de LT de souris immunisées
avec de I’a-synucléine nitrée accéleére la mort des neurones dopaminergiques induites par la
MPTP (Benner et al., 2008). L’étude plus poussée des différentes sous-populations
lymphocytaires potentiellement incriminées dans cette sensibilité a 1’action neurotoxique de la
MPTP, a permis de montrer le role délétere des LT CD4+ par des mécanismes impliquant des
signaux de mort cellulaire de type Fas /FasL (Brochard et al., 2009). On ne peut affirmer que
I’effet délétere de ces LT CD4+ est Ag-spécifique. Cependant, il semble que les ganglions
cervicaux des souris traitées par la MPTP contiennent de 1’a-synucléine nitrée et que des
réponses Ac et probablement des réponses T spécifiques y soient naturellement induites
(Benner et al., 2008). En revanche, de mani¢re non Ag-spécifique, le transfert adoptif de
Tregs dans des souris ayant regu de la MPTP se traduit par un effet neuroprotecteur da a des
mécanismes encore peu définis, impliquant peut-&tre une interaction avec la microglie
(Reynolds et al., 2007). In vitro, les Tregs semblent capables d’inhiber la production
microgliale d’especes réactives de 1’oxygeéne induite par I’a-synucléine nitrée (Reynolds et
al., 2009).

Le systétme immunitaire est donc impliqué dans la physiopathologie de certaines
maladies neurodégénératives, comme nous venons de le voir pour la SLA et la MP. Les
cellules Tregs semblent avoir une effet global neuroprotecteur, qui a ét¢ confirmé dans un
certain nombre d’autres pathologies du SNC comme dans un mod¢le d’accident vasculaire
cérébral (Liesz et al., 2009). Plusieurs hypotheses ont été proposées pour tenter d’expliquer
I’action neuroprotectrice des Tregs dans ces modeles : leur effet sur I’orientation « anti-
inflammatoire » de la microglie, I’inhibition de réponses effectrices pro-inflammatoires de

type Thl ou Thl7 potentiellement délétéres, et une action neurotrophique directe par
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production de BDNF. Les relations systéme immunitaire / SNC semblent en fait relativement
complexes : les neurones sont en effet eux méme dotés de propriétés immunomodulatrices et
pourraient induire des Tregs a partir de populations T CD4+ encéphalitogenes (Liu et al.,
2006b). 11 est donc crucial de prendre en compte les dialogues entre neurones, cellules gliales
et LT dans leur ensemble.

D’autres auteurs soulignent cependant le role bénéfique de LT effecteurs « autoréactifs »
vis-a-vis des Ag du SNC. Ainsi dans un modele d’axotomie, le transfert adoptif de LT
spécifiques d’Ag du SNC favorise la survie neuronale apres 1ésion du nerf optique (Moalem
et al., 1999). De méme, I’immunisation de souris avec des Ag du SNC avant d’effectuer une
Iésion du nerf optique permet d’induire un effet neuroprotecteur sans développement de
manifestations auto-immunes (Fisher et al., 2001). La nature des cellules responsables de cet
effet reste controversée : certaines études semblent indiquer un réle des LT Th1 (Kipnis et al.,
2002b) alors que d’autres mettent en avant 1’action de molécules solubles secrétées par des
LT Th2 (Wolf et al.,, 2002). De ces constatations est né le concept d’ « auto-immunité
protectrice » développé par M Schwartz et J Kipnis (Kipnis et al., 2002a) que nous avons déja
évoqué dans le cadre de I’immunosurveillance. Selon ce concept, des LT qui reconnaissent
des Ag du SNC sont dotés de propriétés neuroprotectrices. Cette réponse T serait finement
régulée, notamment par les nTregs. Un défaut dans cette régulation pourrait entrainer la
survenue de manifestations auto-immunes. A l’inverse, un exceés de régulation pourrait
inhiber 1’auto-immunité protectrice nécessaire au maintien de I’homéostasie tissulaire (Kipnis
et al.,, 2002a). Un des mécanismes expliquant 1’effet neuroprotecteur des LT autoréactifs
pourrait &étre le recrutement de cellules monocytaires périphériques dans le SNC. Ces
derniéres viendraient seconder la microglie confinée dans des fonctions « neurotoxiques » et
permettraient de réguler I’inflammation in situ (Schwartz and Shechter, 2010b). Les LT
autoréactifs semblent aussi avoir un role dans la cognition : en effet, les souris ne possédant
pas d’immunité adaptative montrent des déficits cognitifs et la repopulation de souris
immunodéficientes avec des LT restaure leurs fonctions cognitives (Brynskikh et al., 2008).
Les LT responsables de cette action bénéfique sur les fonctions cognitives semblent se
localiser au niveau méningé ou ils régulent le phénotype des cellules myéloides méningées
grace a I’IL-4 qu’ils produisent. Ils favorisent aussi la sécrétion de BDNF par les astrocytes
(Derecki et al., 2010). Les LT seraient également impliqués dans la neurogénése a I’age
adulte : en effet la neurogénese est altérée chez les souris immunodéficientes et ne peut €tre
améliorée par 1’« enrichissement environnemental » contrairement a ce que I’on observe chez

les souris sauvages. La neurogénése est restaurée et facilitée apres transfert de LT spécifiques
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d’un Ag cérébral. Ces LT semblent aussi jouer un rdle dans la plasticité de I’hippocampe et
I’apprentissage ainsi que dans la production de BDNF au niveau du gyrus denté (Ziv et al.,
2006). Une étude plus poussée a ensuite montré, grace a des expériences d’élimination et de
transfert de différentes populations lymphocytaires, que c’étaient les LT CD4+ qui
possédaient cette fonction de contrdle de la neurogénése hippocampique. Ni la spécificité vis-
a-vis d’un Ag cérébral ni la localisation cérébrale de ces cellules ne semblent requises pour
assurer cet effet. Les auteurs proposent que ’activité systémique des LT CD4+ suffirait a
maintenir la plasticité cellulaire dans 1’hippocampe a 1’dge adulte (Wolf et al., 2009a). Ces
mémes auteurs ont ensuite cherché a comprendre le lien entre ’activation du systéme
immunitaire périphérique et la biologie des précurseurs neuronaux : ils ont pu montrer que le
taux de glucocorticoides présents dans I’hippocampe dépendait de I’état inflammatoire
périphérique et influait sur la neurogénése (Wolf et al., 2009b). Plus récemment, des études
génétiques effectuées sur des souris « outbred » ont démontré une corrélation entre la capacité
de prolifération des cellules de 1’hippocampe et le ratio de LT CD8/CD4+ circulants. Ces
travaux ont confirmé I’hypothése d’un rdle des LT CD4+ dans la neurogénése (Huang et al.,
2010).

L’ensemble de ces études montre bien qu’il existe un dialogue entre le systeme
immunitaire et le SNC. Ce dialogue peut avoir lieu au niveau des méninges ou de
I’hippocampe mais les cellules T, bien que présentes, sont rares a 1’état basal dans ces
localisations anatomiques. Le SNC semble également réagir a des médiateurs solubles,

relargués par les cellules T et/ou d’autres leucocytes en périphérie.

1V.3.1.4 Facteurs solubles : échange entre le SNC et le systeme immunitaire

périphérique

Le SNC communique avec la périphérie grace a des facteurs solubles. Nous avons déja vu
le réle que pouvaient avoir les chimiokines produites au niveau du SNC pour permettre
I’entrée des cellules mononuclées dans le parenchyme cérébral.

A Dinverse, les cellules du systéme immunitaire (SI) périphérique peuvent influer sur le
SNC par les médiateurs qu’elles produisent. Les cytokines et les médiateurs de
I’inflammation produits en périphérie peuvent, aprés passage dans le sang, agir sur
I’endothelium vasculaire cérébral et les macrophages périvasculaires. Ils peuvent aussi avoir

une action directe sur le parenchyme cérébral au niveau des organes circumventriculaires
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(Perry et al., 2007). Ainsi, I’inflammation périphérique pourrait concourir a la pathogénése
des maladies neurodégénératives. Plusieurs études ont pu montrer son role délétere sur les
troubles cognitifs, la neuroinflammation, le processus neurodégénératif et méme sur les
troubles neuropsychiatriques observés dans certaines maladies neurodégénératives, dont la
MA (Perry et al., 2007), (Holmes et al., 2003), (Holmes et al., 2011).

Le vieillissement est aussi associ¢é a une modification de la composition du milieu
« systémique » et certaines molécules présentes en grande concentration (dont des
chimiokines telle CCLI11) auraient un effet négatif sur la neurogéneése et les fonctions

cognitives (Villeda et al., 2011).

1V.3.1.5 Maladies neurodégénératives et immunosénéscence

Un des points communs des maladies neurodégénératives, dans leurs formes sporadiques,
est que leur facteur de risque principal est 1’dge. L age entraine par lui-méme un déclin des
fonctions cognitives mais il altére aussi les fonctions du systéme immunitaire : c’est
I’immunosénescence. Nous avons vu les interconnexions importantes qui existaient entre
systéme immunitaire et SNC et I’hypothése d’une contribution de I’immunosénéscence dans
I’émergence des maladies neurodégénératives a été proposée. Le vieillissement entraine une
perte de régulation des mécanismes de réparation et de maintien de I’homéostasie tissulaire,
aboutissant a une augmentation du stress oxydant, a I’apparition de lésions de ’ADN et a
I’accumulation de molécules non dégradées qui deviennent potentiellement toxiques. Au
niveau cérébral, I’augmentation des concentrations en calcium et 1’augmentation de la toxicité
médiée par le glutamate sont notamment des ¢léments qui contribuent au dysfonctionnement
cognitif. En parall¢le, 'immunosénéscence, en limitant les fonctions de I’'immunité adaptative
dans la neurogénése hippocampique, concourt aussi au processus de vieillissement cérébral
(Ron-Harel and Schwartz, 2009).

D’un point de vue systémique, I’immunosénescence se traduit également par un état
d’inflammation chronique a bas bruit que Franceschi et coll ont appelé « inflamm-aging »
(Franceschi et al., 2000). Cet état semble li¢ a une augmentation de 1’activation des cellules
phagocytaires mononucléées concomitante a un déclin de I’'immunité adaptative. Les
altérations du fonctionnement du systéme adaptatif semblent en partie liées a la diminution du
nombre de cellules avec 1’dge. Ainsi le thymus, organe permettant le renouvellement du pool

de LT naifs, s’atrophie avec 1’Age. On constate une diminution du répertoire T passant de 10°
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clones chez 1’adulte jeune a 10° chez le sujet 4gé (Goronzy and Weyand, 2005). Dans la
moelle osseuse, le compartiment hématopoiétique diminue et est remplacé par du tissu
adipeux : ceci se traduit par une diminution des progéniteurs de la lignée B (Allman and
Miller, 2005). En périphérie, on observe une diminution de la diversité du répertoire B et une
augmentation du taux d’auto-Ac (Weksler, 2000) associés a un risque accru de
lymphoprolifération B maligne (Weksler and Szabo, 2000).

Une modification de 1’architecture des organes lymphoides secondaires est aussi
observée : elle consiste en une diminution de la cellularité lymphocytaire et une diminution de
la capacité a répondre a la stimulation par un Ag. Le déclin dans la capacité de réponse des T
CD4+ naifs semble plutot li¢ a I’age des cellules elles-mémes qu’a celui de I’individu. En
effet les divisions homéostatiques des cellules naives seraient délétéres pour leur
fonctionnalité (Swain et al., 2005). La fonction auxiliaire des cellules T CD4+ pour le
« help » aux cellules B semble aussi diminuée (Swain et al., 2005). Par contre, les cellules
mémoires semblent peu touchées par les phénoménes d’immunosénescence (Kovaiou et al.,
2005).

Au cours du vieillissement, on observe également une augmentation du nombre et de
I’activité¢ des cellules suppressives périphériques (Tregs et MDSCs) (Ron-Harel and
Schwartz, 2009). La densité des cellules présentatrices d’Ag dans les tissus diminue avec
I’age. Elles expriment plus faiblement les molécules de CMH-II (Herrero et al., 2001).

Mais malgré 1’augmentation de ces fonctions suppressives, 1’effet global di au
« relachement » du rétro-contrdle de I'immunité adaptative sur I’immunité innée (Guarda et
al., 2009) induit I’hyperactivation de certaines réponses pro-inflammatoires. Et la production
exacerbée de certaines cytokines pro-inflammatoires contribue grandement a la pathogénie
dans les maladies neurodégénératives.

La sénéscence du systéme immunitaire a d’autant plus de conséquences sur le SNC
que, nous 1’avons vu, ces deux systémes sont étroitement intriqués et engagent un dialogue
permanent pour maintenir 1’homéostasie cérébrale. Ces constatations motivent les
perspectives immunothérapeutiques dans les maladies neurodégénératives. En effet, stimuler
correctement le systtme immunitaire pour pouvoir bénéficier a la fois de ses fonctions
neuroprotectrices et de la spécificité antigénique de son action permettrait d’éliminer les

protéines mal conformées du SNC tout en restaurant les fonctions cognitives.
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1V.3.2 Les données actuelles sur Pimmunité dans la MA

1V.3.2.1 Réponse « innée » dans la MA

La microglie exprime un certain nombre de récepteurs capables de détecter les
peptides AP. Ces récepteurs appartiennent a la famille des « Pattern Recognition Receptor »
(PRR) dé¢ja évoqués précédemment. Parmi les PRR capables de reconnaitre AP sous forme
agrégée, on trouve des récepteurs membranaires, les « Toll-like receptor » (TLR) dont TLR4
associ¢ a CD14 et MD2 sur la microglie, TLR2 (Tahara et al., 2006) et I’hétérodimere
TLR4/TLR6 en présence de CD36 (Stewart et al., 2010). Les peptides AP se fixent aussi sur
le récepteur de type scavenger RAGE (Receptor for Advanced Glycation End products), dont
I’expression est augmentée sur les cellules gliales, les neurones et 1’endothelium vasculaire
dans un environnement pro-oxydant, comme c’est le cas dans la MA. Le récepteur NALP3 est
un PRR intracellulaire de la famille des NLRs (NOD-Like Receptors). Dans la microglie, les
oligomeres et les fibrilles d’AP induisent des Iésions lysosomales et stimulent NALP3,
présent dans le cytosol. La mise en jeu de NALP3 induit I’activation de caspases, la
production d’IL1f et I’apoptose cellulaire (Halle et al., 2008). AP pourrait aussi activer la
microglie via le récepteur purinergique P2X7 (Sanz et al., 2009).

Les plaques amyloides semblent également capables d’activer le systeme du
complément. Les anaphylatoxines C5a et C3a générées au cours de son activation peuvent
attirer et activer la microglie et les macrophages autour des plaques, et la fixation du C3b sur
AP favoriserait son ¢limination par phagocytose (Maier et al., 2008).

La diminution de la « régulation » de la microglie par les neurones, du fait de la perte
neuronale, concourt aussi a 1’activation des cellules microgliales. Parmi ces mécanismes, le
signaling induit par la fixation de la fractalkine (CX3CL1) secrétée par les neurones sur son
récepteur microglial (CX3CR1) semble jouer un réle important. Ainsi, les modeles murins de
la maladie dépourvus de récepteur CX3CRI1 présentent une altération de [’activation
microgliale, qui se traduit par une diminution de leur recrutement autour des plaques et une
diminution de la synthése de cytokines pro-inflammatoires (CCL2 et TNFa). Paradoxalement,
la microglie de ces souris posséde des propriétés de phagocytose et de production d’IL-1f3
augmentées (Lee et al., 2010).

Il semble en fait que I’activation de la microglie passe par plusieurs étapes. Dans un

premier temps, des capacités accrues de phagocytose permettraient de limiter I’extension de la
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pathologie amyloide, ayant ainsi un effet bénéfique sur la pathologie. Mais ces fonctions
phagocytaires seraient treés rapidement perdues au profit d’une forte production de cytokines
et chimiokines pro-inflammatoires. Cette hyperproduction de médiateurs de I’inflammation
entretiendrait un processus inflammatoire chronique contribuant au processus
neurodégénératif et a la mort neuronale. De plus, dans un tel contexte, les astrocytes
«réactifs » ne seraient plus capables de remplir leurs fonctions métaboliques et
neurorégulatrices (Steele and Robinson, 2012). Les astrocytes semblent aussi étre partie
prenante du processus neuroinflammatoire car ils expriment aussi des PRR capables de
reconnaitre les peptides AP, comme TLR2, TLR4 ou RAGE, ainsi que des récepteurs aux
facteurs du complément. Ils peuvent aussi secréter en exces des neurotrophines telle S100p
aussi appelée facteur d’extension des neurites. Ils favoriseraient ainsi la formation de neurites
dystrophiques autour des plaques (Mrak et al., 1996).

L’hyperproduction de CCL2 par les cellules gliales entrainerait le recrutement de
leucocytes circulants (monocytes et lymphocytes). Dans la MA, ce recrutement de cellules
périphériques reste controversé, du fait de la difficulté a pouvoir différencier la microglie des
macrophages infiltrants. Un biais expérimental peut étre introduit par I’irradiation, employée
dans les études utilisant des chimeres de moelle osseuse pour tenter de répondre a cette
question. En altérant la BHE, I’irradiation favorise en effet ’entrée des cellules depuis la
périphérie. Plusieurs études ont cependant pu mettre en évidence un role bénéfique du CCL2
(et donc potentiellement d’un recrutement de cellules périphériques) dans la MA: des modéles
murins CCR2-KO présentent en effet une pathologie amyloide exacerbée (ElI Khoury et al.,
2007) et des troubles cognitifs plus séveres que les souris controles (Naert and Rivest,
2011).

D’autres auteurs ont utilis€ un modele de souris APPPS1 exprimant un géne suicide
dans lequel la thymidine kinase (TK) de I’herpes virus (HSV) est régulée par le géne du
CDI11b (Simard et al., 2006). Ils ont ainsi montré que l’injection de ganciclovir dans les
ventricules cérébraux élimine uniquement la population CD11b située en dehors de la barricre
hémato-encéphalique. Devant une augmentation importante de la taille et du nombre de
plaques amyloides, les auteurs ont conclu que les macrophages recrutés depuis la périphérie
jouaient un role trés important pour éliminer les plaques et/ou limiter la formation des dépdts.
Ces résultats corroboraient d’autres données suggérant que la microglie phagocytait peu les
dépdts amyloides (Stalder et al., 2001). Cependant trois ans plus tard, d’autres travaux
utilisant un mod¢le similaire mais non identique de souris HSV-TK pour détruire les cellules

CD11b+ montraient que, dans leur modele, les macrophages mais aussi la microglie étaient
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¢liminés par le traitement au ganciclovir et que ce dernier n’avait aucun effet sur la taille ou le
nombre des plaques (Grathwohl et al., 2009). La fonction de la microglie et des phagocytes
recrutés dans 1’élimination des plaques amyloides devenait a nouveau source de controverse.
Plus récemment, d’autres travaux ont & nouveau souligné 1’importance du couple
CCR2/CCL2 dans I’¢limination des peptides AB. En accord avec les résultats précédents, les
cerveaux des souris avec une microglie non fonctionnelle ou dépourvue de phagocytes dérivés
de la moélle osseuse dans le parenchyme ne montraient pas de variation ni du nombre de
plaques ni du taux d’AB cérébral. En revanche, la restriction du déficit en CCR2 aux
macrophages périvasculaires se traduisait par un défaut d’élimination d’AP et une
augmentation de 1’angiopathie amyloide (Mildner et al., 2011). Ainsi, a travers 1’ensemble de
ces ¢tudes dans les modeles murins, il semble que les différents types de phagocytes

mononucléés présents dans le SNC aient des capacités variables a éliminer le peptide Af.

1V.3.2.2 Inflammation périphérique dans la M A

Nous I’avons vu, la microglie peut étre sensible a 1’état inflammatoire périphérique de
I’organisme et le processus neurodégénératif peut étre accéléré en présence d’inflammation
systémique.

Les patients atteints de MA semblent étre dans un état d’« hyper-inflammation »
périphérique comparé a des sujets de méme age : des analyses sur les cellules mononucléées
du sang périphérique (PBMCs) ont montré une tendance de ces cellules a produire un exces
d’IL1p et d’IL-6 (Reale et al., 2005).

Des investigations a visée épidémiologique ont documenté un effet protecteur de
I’exposition a des médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens sur le délai d’apparition
de la maladie (In t’ Veld et al., 2001). Cependant, de maniére décevante, les essais cliniques
débutés ultérieurement n’ont pas pu montrer d’effet de ces médicaments sur la progression

d’une MA dé¢ja établie (Firuzi and Pratico, 2006).
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1V.3.2.3 Réponses immunitaires « adaptatives » dans la MA

1V.3.2.3.1 Réponses lymphocytaires T

La présence de LT dans le cerveau des patients atteints de MA suggere que le systéme
immunitaire  adaptatif n’est pas compleétement «aveugle» aux événements
physiopathologiques. Ces cellules sont essaimées de maniére éparse dans le parenchyme et ne
sont probablement que le reflet d’une immunosurveillance accrue, induite par la
neuroinflammation intense qui se développe. Il faut tout de méme remarquer que le nombre
de LT dans le parenchyme semble varier considérablement d’un individu a 1’autre. Et selon
les patients, leur distribution est inégale : chez certains, ils s’accumulent essentiellement dans
I’hippocampe, I’amygdale et le cortex entorhinal. Les LT ne colocalisent pourtant pas avec les
dépdts amyloides ou les DNFs. On n’observe pas non plus de corrélation entre le nombre de
lymphocytes T et le stade de la maladie (stades de Braak et Braak). Les 2/3 des LT présents
dans le parenchyme semblent étre CD8+ et 1/3 étre CD4+, de phénotype mémoire CD45RO+,
n’exprimant ni le marqueur d’activation CD25 ni le marqueur de prolifération Ki67. (Togo et
al., 2002). Dans les modeles murins de la maladie une augmentation du recrutement de
cellules T a aussi été constatée.

Un certain nombre de travaux soulignent le role bénéfique que certaines cytokines
pourraient jouer dans la physiopathologie de la MA. Ainsi I’'IL-4 permettrait de diminuer la
micro- et 1’astrogliose, d’inhiber 1’agrégation d’APB, d’augmenter la neurogénése et
d’améliorer I’apprentissage spatial (Kiyota et al., 2010). L’IL-10 semble dotée de propriétés
comparables et permet aussi I’amélioration des fonctions cognitives dans un mode¢le murin de
la maladie (Kiyota et al.,, 2011). Le TGFp semble lui aussi posséder des fonctions
neuroprotectrices (Tesseur et al., 2006). L’IFNy permet une activation optimale de la
microglie et favorise la phagocytose d’AP en activant la cascade du complément. Il permet
aussi le recrutement de monocytes périphériques dans le parenchyme (Chakrabarty et al.,
2010).

Cependant, aucun de ces travaux n’a pu mettre en évidence de mécanisme spécifiquement
dirigé contre AP. La question méme de I’existence d’une réponse adaptative anti-Af}
spontanée reste entiere. En 1996, une premiére étude n’a pas permis de mettre en évidence de
réponse T vis-a-vis des peptides de I’ APP chez les patients atteints de MA (Trieb et al., 1996).

Cependant, en 2003, Monsonego et coll. mettent au point un protocole plus sensible avec
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double stimulation des lymphocytes par de fortes concentrations d’Af et en présence de
faibles doses d’IL-2 a une des étapes. Ils arrivent ainsi a mettre en évidence une prolifération
accrue des LT en présence d’AP chez les patients et les sujets agés (Monsonego et al., 2003).
D’autres auteurs montreront ensuite qu’en stimulant des PBMCs en présence d’Af, les LT
CD4+ des patients atteints de MA expriment, en plus grande proportion, le marqueur de
prolifération Ki67 (Saresella et al., 2011b). Les LT CD4+ de ces patients expriment aussi en
plus grande fréquence le facteur de transcription RORy et les cytokines IL-21 et IL-22. Un
biais « Th17 » semble donc exister chez ces patients, méme si la spécificité anti-Af de ces
LT CD4+ Thl17 n’a pas été clairement démontrée. Les LT CD4+ qui répondent a I’A chez
les patients atteints de MA expriment en forte proportion des marqueurs de cellules effectrices
mémoires, contrairement aux sujets controles de méme age (Saresella et al., 2011a). Ceci

laisse supposer 1’existence d’une réponse T anti-AP spontanée chez les patients.

1V.3.2.3.2 Réponses humorales

Un certain nombre d’études ont mis en évidence la présence d’Ac « naturels » dirigés
contre les formes « amyloides » du peptide AP. En effet, le sérum humain semble contenir des
Ac qui reconnaissent les structures fibrillaires amyloides dans leur ensemble (épitope
conformationnel) que celles-ci soient composées de chaine 1égére d’immunoglobuline, de
protéines SAA, de préalbumine ou de peptides AP. Ces Ac ne reconnaissent pas les protéines
correspondantes dans leur forme native non fibrillaire. Ils semblent capables d’inhiber la
formation des fibrilles in vitro et méme de les éliminer in vivo dans un modele expérimental
d’amylose AL (a chaines légéres d’lg) (O’Nuallain et al., 2006). Dans la maladie
d’Alzheimer, des autoanticorps naturels anti-Ap pourrait jouer un rdle dans la
physiopathologie: on en retrouve fixés sur les plaques amyloides (Kellner et al., 2009).

D’autres auteurs ont constaté que des Ac reconnaissant la partie C terminale d’Ap,
masquée lors du processus d’oligomérisation et de formation des fibrilles, étaient présents en
plus faible quantité chez les patients atteints de MA que chez les sujets sains de méme age
(Weksler et al., 2002). Ces Ac, qui reconnaissent donc principalement les monomeres, les
dimeres et les trimeres d’AP, semblent capables de diminuer la toxicité du peptide mais ne
permettent pas 1’élimination des dépots amyloides. L’administration de ce type d’Ac induit
une amélioration des performances cognitives dans des modeles murins de la maladie (Dodel

etal., 2011).
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Les techniques de détection des Ac différent d’une étude a 1’autre : O’Nuallain et coll.
utilisent des colonnes d’affinité contenant des fibrilles de différentes protéines amyloides.
Kellner et coll. détectent les Ac anti-Ap dans le sérum des patients a 1’aide de techniques
d’immunohistochimie : ils ne mettent ainsi en évidence que les Ac capables de fixer des
dépots amyloides. Dodel et coll. utilisent une colonne d’affinité contenant de I’AB1-40 : ceci
favorise la mise en évidence des Ac reconnaissant des formes mono- et/ou oligomériques
d’AB. Ces différences techniques peuvent ainsi expliquer la diversité des résultats obtenus. Il
émerge cependant, de ’ensemble des données, la notion que des Ac circulants sont capables
de reconnaitre AP dans ses différentes formes a la fois chez les sujets « sains » et les patients
atteints de MA.

Récemment, des auteurs ont mis au point une technique ELISA permettant de quantifier
les Ac totaux anti-oligoméres d’AP présents dans le sérum humain grace a un traitement
préalable des échantillons a I’acide (Britschgi et al., 2009). Cette étape permet en effet la
dissociation des complexes Ag-Ac. Ainsi, il a été mis en évidence que la fraction totale des
IgG anti-oligomeéres était plus importante chez les patients au stade MCI évoluant vers une
MA que chez les patients au stade MCI qui restaient cliniquement stables (Storace et al.,
2010).

En utilisant la méme technique, notre équipe a montré que le taux des Ac totaux anti-
oligomeres d’ AP différait selon la forme clinico-pathologique de la maladie : ainsi les patients
avec un forme «typique» de MA avaient des taux plus élevés que les patients qui
présentaient une forme atypique de MA (atrophie corticale postérieure). Ces données
suggerent que des réponses anticorps anti-Af} différentielles pourraient contribuer & moduler
la présentation clinique de la maladie (Dorothee G et al., Arch Neurol, 2012).

Le systéme immunitaire des patients semble donc réagir face a la pathologie, notamment
vis-a-vis de la formation des dépots amyloides. Les modalités d’induction d’une réponse
adaptative anti-Af restent cependant obscures. Les mécanismes de tolérance, s’ils existent,
n’ont pas non plus été étudiés de maniére approfondie. Dans les modéles murins de la MA,
aucune étude, pour le moment, ne relate 1’existence d’une réponse immunitaire adaptative
anti-Af spontanée. Des expériences d’immunisation par A suggerent cependant 1’existence
d’un certain état de tolérance vis-a-vis d’AP dans les modeles APP transgéniques

(Monsonego et al., 2001).
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1V.3.2.4 Immunosénescence et MA:

Dans des modéeles murins de la MA, des études sur des souris agées ont mis en évidence
que la microglie perdait progressivement ses fonctions, subissant, avec 1’age, une diminution
d’un facteur 2 a 5 de I’expression des récepteurs scavengers liant les peptides AP (SRA,
CD36 et RAGE) et des enzymes capables de les dégrader (neprilysine, insulin degrading
enzyme (IDE), etc). Par contre, la microglie produit des quantités au moins deux fois plus
importantes de cytokines pro-inflammatoires, comme I’IL-18 et le TNFa. Ainsi, si
initialement la microglie semble jouer un role neuroprotecteur grace a sa forte propension a
dégrader I’AP, avec le vieillissement et/ou 1’évolution de la pathologie, son phénotype se
modifie et son action devient délétere a travers les médiateurs qu’elle relargue, qui favorisent
la neuroinflammation et la neurodégénérescence (Hickman et al., 2008).

Les fonctions du systéme immunitaire adaptatif semblent aussi particulierement altérées
chez les patients atteints de MA, si on les compare aux sujets de méme age. L’environnement
inflammatoire présent en périphérie chez les patients semble influer sur le phénotype et la
fonctionnalité¢ des LT CD4+ anti-Ap : ils expriment notamment moins fortement la molécule
PDI1. L’interaction PD1 sur les LT CD4+ avec PDLI sur les CPA, qui a un réle physiologique
important dans les processus de maintien de la tolérance vis-a-vis des autoAg et de régulation
de I’inflammation, semble donc défectueuse chez les patients atteints de MA (Saresella et al.,
2011b). Une autre étude semble cependant indiquer une activité suppressive accrue des Tregs
chez les patients atteints de maladies neurodégénératives (MA et MP) par rapport aux sujets
sains de méme age (Rosenkranz et al., 2007).

Les LT CD4+ des patients expriment aussi en plus grande fréquence le marqueur
d’immunosénescence KLRG1 comparativement aux sujets contrdles (Pellicano et al., 2012).

Les réponses Ac anti-AP spontanées, que nous avons vues comme probablement dotées de
propriétés neuroprotectrices, semblent diminuer avec I’age et 1’évolution de la maladie
(Britschgi et al., 2009), rendant probablement ainsi les sujets agés plus susceptibles a
I’amylose cérébrale.

Le vieillissement semble donc étre un frein au développement d’une réponse immunitaire
innée efficace. Il limite aussi probablement la réponse adaptative spontanée. Dans ce
contexte, les perspectives thérapeutiques de vaccination apparaissent comme une alternative

de choix, car réintroduire I’AP en présence d’adjuvants de vaccination permettrait, en
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(re)stimulant le systtme immunitaire adaptatif de maniere appropriée, d’empécher la

pathologie amyloide de se développer.
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OBJECTIFS ET RESULTATS
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I) Objectifs

Mon travail s’est articulé autour de deux thématiques principales. La premicre a
concerné 1’étude des facteurs génétiques qui peuvent influer sur la nature et I’amplitude des
réponses vaccinales T CD4+ anti-A chez la souris. La seconde a consisté a évaluer, dans un
modele murin de la MA, I'impact des réponses T CD4+ et plus particuliérement des réponses

T régulatrices dans la physiopathologie.

I.1 Facteurs génétiques influencant la nature et

I’amplitude des réponses vaccinales T CD4+ anti-Ap

Au cours de I’introduction, nous avons vu que les traitements actuels de la MA étaient
peu efficaces, et que parmi les perspectives thérapeutiques, I’immunothérapie anti-Ap faisait
partie de celles qui apportaient les résultats les plus encourageants. Dans plusieurs modéles
murins, la vaccination par AP a permis une diminution franche de la pathologie amyloide
ainsi que des améliorations indiscutables sur le plan cognitif. Chez I’Homme, les résultats ont
¢té mitigés. Les patients ont développé des réponses vaccinales trés hétérogénes. Une
réduction du nombre de plaques amyloides a toutefois été observée chez certains malades. En
revanche, sur le plan clinique, les effets n’ont été que trés modestes.

L’essai AN1792 a aussi mis en évidence les difficultés de la vaccination contre un Ag
du soi et les risques de rupture de tolérance que cela entraine. Ainsi 6% des patients ont
développé une méningo-encéphalite, probablement d’origine auto-immune. Les études
neuropathologiques ont semblé incriminer les lymphocytes T dans ces effets secondaires.
Aussi, les essais cliniques se sont recentrés sur I’immunothérapie passive ou sur la
vaccination mais en engageant exclusivement la réponse humorale. Cette approche a
cependant des limites car elle ne cible pas toutes les formes d’A, et notamment les formes
oligomeriques les plus toxiques. Son efficacité est trés faible et elle ne parait pas non plus
dénuée d’effets secondaires.

Dans le contexte de la MA, il nous semble essentiel de ne pas écarter tout le volet de la
réponse immunitaire que constituent les réponses T CD4+. Ces cellules sont de véritables
« chefs d’orchestre » des réponses immunes, nécéssaires au développement de réponses B et

T CD8+ efficaces mais aussi capables d’interagir in situ avec les cellules gliales (microglie et
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astrocytes) et les neurones. Elles peuvent aussi influencer directement la neurogénéese et la
cognition.

De plus, plusieurs travaux chez la souris ont démontré que les LT CD4+ anti-Af
pouvaient contribuer a I’élimination des plaques. Certains suggérent que le transfert adoptif de
lymphocytes T CD4+ de type Th2 serait bénéfique (Ethell et al., 2006). Ces cellules
pourraient agir sans infiltrer le parenchyme cérébral, par un mécanisme périphérique faisant
peut-étre intervenir le GM-CSF, cytokine importante pour [’homéostasie des phagocytes
mononucléés (microglie, monocytes et macrophages) (Cao et al., 2009). D’autres travaux,
dans un mod¢le murin de la maladie surexprimant de I’IFNy au niveau cérébral et immunisé
avec de I’AP 42 émulsifiée dans du CFA en présence de toxine pertussique (fragilisant la
BHE et permettant I’entrée des cellules dans le SNC), suggérent que des LT CD4+ peuvent
entrer dans le parenchyme cérébral, se localiser autour des plaques, activer la microglie et
favoriser 1’¢élimination de plaques (Fisher et al., 2010). Les LT CD4+ semblent donc avoir un
réel potentiel thérapeutique.

Il s’agit des lors de déterminer les facteurs qui déterminent les caractéres bénéfiques
ou déléteres des réponses vaccinales T CD4+ pour le patient. Ceci permettra d’optimiser
I’efficacité vaccinale et de limiter les effets secondaires. Dans ce contexte, la composition
(nature des adjuvants) et la voie d’administration du vaccin sont des parameétres importants a
étudier car ils conditionnent la nature des réponses effectrices T CD4+ induites contre AP. Un
certain nombre de travaux dans ce domaine ont ainsi déja montré le role bénéfique des LT
CD4+ de type Th2.

En revanche, peu de travaux se sont attachés a déterminer les facteurs liés a I’hote. La
majorité des études effectuées dans les modeles murins ont été réalisées dans un seul fond
génétique : la souris C57BL/6, alors qu’on sait, par expérience, que les facteurs génétiques
sont une source trés importante de variation dans la nature, ’amplitude et I’efficacité des
réponses vaccinales.

Nous avons ainsi cherché a déterminer les facteurs génétiques qui pouvaient avoir un
effet sur I’amplitude de la réponse vaccinale anti-Ap. Nous nous sommes dans un premier
temps focalisés sur le role du CMH de type II (H-2 chez la souris) car il conditionne le
développement des réponses T CD4+. En effet, contrairement aux lymphocytes B qui
reconnaissent I’Ag dans une conformation « native », les LT CD4+ ne reconnaissent qu’un
épitope antigénique, issu de 1’apprétement intracellulaire de la protéine antigénique, présenté
sur une molécule du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe II. Chez

I’Homme, le CMH est dénommé HLA (Human Leucocyte Antigen). Le CMH-II correspond
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aux molécules HLA-DP, -DQ et -DR. Seules les cellules dites présentatrices d’Ag (CPA) sont
capables d’endocyter 1’antigéne, de le dégrader en peptides et de présenter les complexes
CMH-II-peptide aux LT CD4+. Parmi les CPA, on retrouve les lymphocytes B mais surtout
des cellules de la lignée myéloide dont les macrophages, les cellules dendritiques et la
microglie.

Seul un petit nombre de peptides, d’une taille comprise entre 15 et 25 acides aminés,
issus de la dégradation intracellulaire d’une protéine antigénique, sont capables de se fixer sur
les molécules de CMH-II. Ces dernicres possedent une poche, dénommée sillon, dans laquelle
s’insere le peptide. L’interaction entre les deux molécules n’est stable que grace a
I’établissement de liaisons hydrogenes entre différents acides aminés dans des positions bien
précises (notion de résidus d’ancrage). Ainsi pour chaque protéine antigénique, un nombre
restreint de peptides peut étre présenté sur une molécule de CMH-II donnée. De plus, ce
nombre de peptides varie selon la nature des alleles HLA que posséde 1’individu. Chaque
individu dispose de 6 a 8 molécules de CMH-II différentes (2 molécules HLA-DP, 2
molécules HLA-DQ et entre 2 et 4 molécules HLA-DR). Nous comprenons bien alors
pourquoi chaque individu répond différemment a la vaccination par une protéine donnée. Ces
différences de réponses ne peuvent étre qu’accentuées dans le cas du peptide AP, qui ne
posséde que 42 acides aminés.

Ces problématiques n’ont que peu été étudiées chez la souris car les lignées de souris
utilisées en recherche expérimentale sont généralement de type « inbred », c’est-a-dire que
toutes les souris d’une méme lignée, a force de croisements répétés entre elles, sont
génétiquement identiques (syngéniques). Une lignée de souris peut ainsi étre assimilée a un
individu unique sur le plan génétique. La réponse vaccinale dans une lignée donnée peut ainsi
étre complétement différente de celle observée dans une autre lignée, et la variabilité inter-
individuelle qui sera observée chez I’homme ne peut donc pas étre appréhendée lors
d’expériences sur une seule lignée murine syngénique.

L’originalité de notre travail a ét¢ de travailler dans 5 lignées différentes de souris
sauvages (souris C57BL/6, SIL/J, CBA/J, BALB/c et DBA/1). La comparaison des réponses
vaccinales dans ces lignées nous a permis d’appréhender 1’impact des variabilités génétiques
individuelles sur les réponses T CD4+ induites apres vaccination par le peptide Af.

La comparaison des réponses vaccinales entre les souris C57BL/6 et les souris B6.H-
2°, qui possédent le fond génétique C57BL/6, a ’exception du locus H-2 qui provient des
souris SJL/J, nous a permis d’étudier I’influence des facteurs génétiques indépendants du

CMH. Grace a [l'utilisation d’un Ac monoclonal anti-CD25 (clone PC61) permettant

85



d’inactiver les lymphocytes T régulateurs, nous avons pu étudier plus spécifiquement 1’impact
des facteurs génétiques individuels sur la capacité a générer des réponses Treg anti-Af et

leurs conséquences sur I’amplitude des réponses vaccinales T CD4+ anti-Af .

1.2 Impact des réponses T CD4+ et plus particulierement

des réponses T régulatrices dans la physiopathologie de la

MA

Nous avons détaillé¢ dans I’introduction le role joué par le systéme immunitaire dans la
physiopathologie de certaines maladies neurodégénératives (SLA, MP, etc). L’utilisation de
modeles murins de ces maladies a été d’une aide précieuse dans la compréhension de ces
mécanismes. Les réponses T CD4+ semblent avoir une action tantot bénéfique tantdt délétere.
Dans la SLA, les réponses effectrices ont un effet neuroprotecteur, alors qu’elles aggravent la
pathologie dans la MP (Beers et al., 2008), (Brochard et al., 2009). Mais dans les deux
maladies, les réponses T régulatrices semblent capables de ralentir le processus
neurodégénératif, probablement grace a leur effet anti-inflammatoire (Beers et al., 2011),
(Reynolds et al., 2007).

Dans la MA, peu d’études rapportent un rdle du systéme immunitaire adaptatif dans la
physiopathologie de la maladie. Chez les patients, plusieurs études documentent I’existence
de réponses T et Ac anti-Af spontanées (Monsonego et al., 2003), (O’Nuallain et al., 2006).
Ces réponses, d’intensité variable selon les individus, semblent exister aussi chez les sujets
agés non déments. L’interprétation de ces données est particulierement difficile : il ne semble
pas y avoir de lien entre intensité de la réponse effectrice anti-Af spontanée et susceptibilité
ou résistance a la maladie. AP étant un Ag du soi, il existe aussi probablement des
mécanismes régulateurs qui peuvent avoir un impact sur les réponses effectrices spontanées.
Les résultats obtenus chez la souris dans la premicre partie de notre travail semblent
effectivement montrer I’implication des cellules Tregs.

Sur le plan physiopathologique, plusieurs hypothéses peuvent toutefois étre émises.
Un défaut de réponse effectrice et /ou une augmentation de la réponse régulatrice spontanée
dirigée contre AP, potentiellement accentués par I’immunosénescence, pourrait favoriser
I’amylose cérébrale et la survenue de la maladie chez certains individus agés. A I’inverse,

I’accumulation d’AP au niveau cérébral et 1’inflammation qui s’y développe pourraient
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induire et/ou modifier la réponse adaptative anti-Af chez les patients. Enfin, il est possible
que les cellules T CD4+ aient, dans leur ensemble, une action neuroprotectrice et ce,
indépendamment de I’existence d’une réponse spécifique contre Af. Cette derniere hypothése
pourrait mettre en jeu des mécanismes de type « auto-immunité protectrice » ou des
mécanismes impliquant des cellules T régulatrices. Les études entreprises chez ’Homme ne
permettent pas actuellement d’apporter des réponses claires a ces questions. Il n’y a pas non
plus eu d’études approfondies sur le sujet dans les modéles murins de la MA.

Dans la seconde partie de nos travaux, nous avons donc cherché a étudier I’impact des
réponses T CD4+ sur les différents parametres physiopathologiques caractéristiques de la MA
(pathologie amyloide, neuroinflammation, modification de la plasticité synaptique, altérations
des fonctions cognitives, etc) dans un modele murin de la maladie. Nous avons obtenus
certains résultats et des expériences complémentaires sont actuellement en cours pour
confirmer ces données et approfondir I’étude des mécanismes impliqués dans les effets
observés. Ces travaux feront prochainement 1’objet d’un article.

Le modele de MA que nous avons utilisé est une souris double transgénique : la souris
APPPSI1 (mutations APP swe / PS1 L166P sous le promoteur Thyl) développée par 1’équipe
de Mathias Jucker (Radde et al., 2006). Du fait d’une mutation trés agressive sur le transgeéne
PS1, les premiers dépots amyloides dans le cortex sont visibles des I’age de 6 semaines. La
pathologie amyloide atteint 1’hippocampe a I’age de 2-3 mois dans le gyrus denté et de 4-5
mois dans le CA1. On observe trés précocement des signes de neuroinflammation (astrogliose
et microgliose autour des plaques), ainsi qu'une hyperphosphorylation de Tau mais pas de
DNF. Le ratio AP42/AB40 est élevé, ce qui se traduit par un faible nombre de 1ésions
d’angiopathie amyloide. Il ne semble pas y avoir d’accumulation intracellulaire d’A dans les
neurones (Radde et al., 2006). A I’age de 8 mois, la perte neuronale est infime au niveau
cortical mais quantifiable au niveau de I’hippocampe (gyrus denté) (Rupp et al., 2011). Au
méme age, on détecte une altération de la plasticité synaptique (LTP in vivo) (Gengler et al.,
2010) ainsi qu'une diminution de la neurogénése hippocampique (Ermini et al., 2008). Des
déficits cognitifs (tests d’apprentissage) sont également mesurables a 8 mois (Radde et al.,
2006).

Nous avons choisi d’étudier ce modele car il présente 1’avantage de développer une
pathologie amyloide précoce et robuste, de pouvoir étre analysé¢ sur le plan électro-
physiologique et d’offrir un « read-out » clinique relativement aisé¢ a 1’aide de divers tests

comportementaux.
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Sur la base des résultats obtenus dans la premicre partie de notre travail, qui
suggéraient 1’existence de réponses Tregs spontanées dirigées contre A, et nous appuyant sur
les données de la littérature, impliquant ces cellules dans d’autres maladies
neurodégénératives, nous avons décidé de nous focaliser sur 1’é¢tude du rdle de cette
population cellulaire dans la physiopathologie de la MA. L approche expérimentale choisie a
consister a inactiver temporairement mais précocement les réponses T régulatrices dans les
souris APPPSI, a ’aide de 1’Ac monoclonal anti-CD25 décrit précédemment (clone PC61).
Ce traitement a un effet inhibiteur sur I’ensemble des populations Tregs, ce qui peut avoir des
conséquences non seulement sur les mécanismes de tolérance vis-a-vis d’Af mais aussi sur
I’ensemble des fonctions des cellules Tregs, y compris celles potentiellement impliquées dans
la régulation de ’homéostasie cérébrale. Nous avons ainsi analysé 1’impact de 1’inactivation
temporaire mais précoce des réponses Tregs sur la pathologie amyloide, la réponse adaptative
spontanée a AP, la neuroinflammation, la plasticité synaptique (électrophysiologie de

I’hippocampe) et les fonctions cognitives (tests comportementaux).
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II) Résultats

I1.1 Article 1 : « MHC-Independent Genetic Factors
Control the Magnitude of CD4+ T Cell Responses to

Amyloid-p Peptide in Mice through Regulatory T Cell-

Mediated Inhibition »

I1.1.1 Introduction

Afin de caractériser les paramétres génétiques qui controlent I’amplitude de la réponse
T CD4+ aprés immunisation par AP chez la souris, nous avons choisi de travailler sur 5
lignées de souris «inbred ». Ces lignées de souris expriment chacune un haplotype H-
2 différent, & savoir : H-2° pour les souris C57BL/6, H-2 pour les souris BALB/c, H-2° pour
les souris SJL/J, H-2% pour les souris DBA/1 et H-2* pour les souris CBA/J.

Ces souris ont ét¢ immunisées dans le coussinet plantaire avec une solution Tris HCIl
(a2 pH physiologique) d’AP42 émulsionnée dans de 1’adjuvant complet de Freund (CFA,
contenant un compos¢ huileux et des mycobactéries inactivées a la chaleur). Dix jours plus
tard, les LT CD4+ des ganglions drainants ont été isolés et triés, puis restimulés in vitro en
présence de CPA et de concentrations variables d’AB42. L’amplitude des réponses vaccinales
a ensuite été évaluée par la mesure de la réponse proliférative a J4, aprés 16h d’incorporation
de méthyl thymidine tritiée et/ou par la mesure de la proportion de cellules sécrétrices d’IFNy
24h apres stimulation (ELISPOT).

Les réponses T CD4+ anti-Af1-42 obtenues ont été comparées entre les 5 fonds
génétiques. Nous avons aussi prélevé le sérum des souris J21 aprés un rappel vaccinal et
comparé les réponses anticorps (IgG totales).

Nous avons cherché a identifier le ou les épitopes T CD4+ dérivés du peptide AP42
pour chacun des 5 haplotypes H-2. L’amplitude des réponses vaccinales T CD4+ anti-Af} des
souris ont ¢été analysées en fonction des différences quantitatives et qualitatives
(immunogénicité) des épitopes restreints aux différents alleles du H-2.

Afin de déterminer un éventuel effet de facteurs génétiques indépendants du CMH sur
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I’amplitude des réponses vaccinales T CD4+ anti-Af3, nous avons immunisés paralléelement
des souris C57BL/6 (H-2b), SJIL/L (H-2s) et B6H2s. Les animaux B6H2s sont des souris
C57BL/6 congéniques pour ’haplotype H-2s. Ainsi, chez ces souris, 1’épitope restreint a I-A®
est présenté dans le fond génétique C57BL/6. L’utilisation de souris F1 (C57BL6 x SJL/J),
nous a de plus permis de déterminer si les effets de ces facteurs génétiques indépendants du
CMH étaient dominants ou récessifs sur celui du H-2.

Les cellules Tregs jouent un role clé dans le controle des réponses immunitaires vis-a-
vis des Ag du soi. Aussi avons-nous cherché a étudier si ces cellules jouaient un role dans le
contexte de la vaccination par AP. Des expériences a I’aide d’un Ac anti-CD25 (clone PC61)
permettant d’éliminer et d’inactiver transitoirement les cellules Tregs, qui expriment
fortement le récepteur a I’IL-2 (CD25), nous ont permis d’étudier le role de ces cellules dans
la modulation des réponses T CD4+ anti-Af dans les fonds C57BL/6 et SJL/J. Les LT
effecteurs activés exprimant également le marqeur CD25, bien que moins fortement,
I’anticorps PC61 a été¢ administré 4 jours avant I’immunisation par AB42 afin d’éviter un effet
important sur les cellules effectrices T CD4+ activées aprés vaccination. Nous avons vérifié
que ce traitement permettait de supprimer 1’effet inhibiteur des Tregs sur la réponse vaccinale,
sans perturber le développement de la réponse effectrice. Afin d’établir si les effets observés
dépendent ou non de la nature de I’Ag, I’impact de I’inactivation des Tregs sur les réponses
vaccinales T + dirigées contre un autre Ag du SNC (Proteolipid Protein (PLP)) ou contre un
Ag exogene (Ovalbumine (OVA)) a également été analysé.

Enfin, dans le but de déterminer les conséquences des réponses Tregs sur les réponses
vaccinales T CD4+ anti-Af} dans le contexte de la maladie, des expériences similaires
d’inactivation des cellules Tregs avant vaccination par Af ont été réalisées dans les souris
APPPS1. La spécificité antigénique des effets observés a comme précédemment été évaluée
en analysant I’influence des réponses Tregs sur les réponses vaccinales anti-PLP et anti-OVA
dans le contexte la maladie.

L’ensemble de ces données devrait nous permettre d’évaluer, chez la souris, I’impact
des facteurs génétiques indépendants du CMH, notamment ceux impliqués dans la capacité a
générer des réponses Tregs, sur les réponses vaccinales T CD4+ anti-Af. Ces études
pourraient contribuer & une meilleure compréhension de la régulation des réponses T anti-Af
au cours de la maladie et devraient ouvrir de nouvelles perspectives dans I’optimisation de la

vaccination par AP chez les patients atteints de MA.
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MHC-Independent Genetic Factors Control the Magnitude of
CD4" T Cell Responses to Amyloid-3 Peptide in Mice through
Regulatory T Cell-Mediated Inhibition

Cécile Toly-Ndour, Gabrielle Lui, Maria Manuel Nunes, Martine Bruley-Rosset,
Pierre Aucouturier, and Guillaume Dorothée

Accumulation of amyloid-f3 peptide (AP) is considered the triggering factor of pathogenic lesions in Alzheimer’s disease (AD), and
vaccines targeting A3 are promising therapeutic options. However, the occurrence of meningoencephalitides attributed to T cell
responses in 6% of AB-immunized patients underscores the need for a better understanding of T cell responses to Ap. We
characterized the parameters controlling the magnitude of AB-specific CD4" T cell responses in mice. T cell responsiveness to
AB1-42 was highly heterogeneous between mouse strains of different H-2 haplotypes, with SJL/J (H-2°) mice displaying a strong
response, mainly specific for AB10-24, and C57BL/6 (H-2") mice displaying a weak response to AB16-30. Surprisingly, C57BL/6
mice congenic for the H-2° haplotype (B6.H-2%), which display a “permissive” MHC class II allele for presentation of the
immunodominant AB10-24 epitope, showed a very weak CD4* T cell response to A, suggesting that MHC-independent genes
downmodulate AB-specific CD4" T cell responses in C57BL/6 background. Vaccine-induced CD4* T cell responses to A were
significantly enhanced in both C57BL/6 and B6.H-2% mice upon depletion of regulatory T cells (Tregs), whereas Treg-depleted
SJL/J mice displayed unaltered A-specific T cell responses. Finally, Treg depletion in C57BL/6 transgenic APPPS1 mice, a mouse
model of AD, results in enhanced vaccine-induced CD4" T cell responses in AD compared with wild-type animals. We concluded
that the magnitude of AB-specific CD4* T cell responses is critically controlled in both physiological and pathological settings by

MHC-independent genetic factors that determine the overall potency of A-specific Treg responses. The Journal of Immunology,

2011, 187: 4492-4500.

Izheimer’s disease (AD) is a severe neurodegenerative
A disorder characterized by progressive loss of memory

and cognitive functions. Accumulation of amyloid-3
peptide (AB), both as soluble oligomers and as compact fibrillar
aggregates in neuritic plaques and diffuse deposits, seems to play
a key role in initiating the pathogenic events in AD. Active im-
munization against A3 has emerged as a promising therapeutic
strategy that can prevent AP deposition and reverse cognitive
decline in murine models (1-3). However, an AP vaccination trial
(AN1792) in human AD patients was prematurely interrupted due
to the occurrence of meningoencephalitides in 6% of the cases,
supposedly related to inappropriate activation of A-specific
T cells (4, 5). In contrast, although Ab responses may control Af
plaque burden (6), data suggest that AB-specific CD4™ T cell
responses can reverse cognitive decline and synaptic loss in AD
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mice (7, 8). Altogether, these preclinical and clinical studies
suggest that Ap-specific T cell responses display multiple func-
tions with complex outcomes, which could be either detrimental
or beneficial, depending on the modulation of the reactivity and
functionality of AB-specific Th cells.

T cell reactivity to AP varies significantly among individuals
bearing different MHC haplotypes. Differing levels of AB-specific
T cell responses have been observed in PBMCs of human subjects,
and were specific for various AP-derived epitopes restricted to
distinct HLA-DR alleles (9, 10). Similarly, distinct T cell epitopes
have been identified in SJL (H-2° haplotype) and C57BL/6 mice
(H-2"), which differ significantly in their propensity to develop
AB-specific CD4" T cell responses (11). Thus, both mouse and
human studies suggest an association between MHC class II
(MHC-II) alleles and AR immunogenicity. However, it is not
known whether additional genetic parameters critically influence
the magnitude of AB-specific T cell responses.

In this study, we examined whether non-MHC genetic factors
modulate the strength of CD4™ T cell responses to AB. The com-
parative study of these responses in mice with different H-2 hap-
lotypes or congenic at the H-2 locus indicated that the magnitude
of AB-specific T cell responses induced by vaccination is geneti-
cally determined by both MHC-dependent and -independent factors.
Among the latter, the intrinsic ability to develop AB-specific regu-
latory T cell (Treg) responses varies between individuals and is a
crucial parameter modulating CD4* T cell responses to A in both
nonpathological conditions and in the course of AD.

Materials and Methods
Mice

C57BL/6 (H-2 haplotype), BALB/c (H-2%), SIL/J (H-2%), DBA/1 (H-29),
and CBA/J mice (H-Zk) were purchased from Elevage Janvier (Le Genest
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Saint Isle, France). C57BL/6 mice congenic for the H-2° haplotype (strain
B6.SJL-H2* C3°/1CylJ) were obtained from the Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME). APPPS1 transgenic mice (Thyl-APPKME70/67INL. pyy.
PS1-1%P) on the C57BL/6 background (12) were kindly provided by Prof.
Mathias Jucker (Hertie Institute for Clinical Brain Research, University of
Tiibingen, Tiibingen, Germany). Animals were bred and maintained under
strictly monitored specific pathogen-free conditions. Experiments were
conducted in compliance with the French legislation and European Union
recommendations.

Ags

All peptides were purchased from GeneCust (Dudelange, Luxembourg). Human
AB1-42 peptide was dissolved at 40 mg/ml in DMSO and stored at —20°C.
Overlapping AB-derived 15-mer peptides were dissolved at 3 mM in DMSO,
before final dilution at 5 or 15 M in RPMI 1640 medium for in vitro T cell
stimulation. OVA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), OVA peptides (Ova®*4,
PFASGTMSMLVLLPDE and Ova*?*-* ISQAVHAAHAEINEAGR), and
proteolipid protein (PLP) peptides (PLP'*~'>!, HCLGKWLGHPDKF and
PLP 5191 'NTWTTCQSIAFPSK) were dissolved at 25, 1, and 2.5 mg/ml,
respectively, in distilled water, and aliquots were stored at —20°C.

Immunization

Before immunization, AB1-42 and PLP peptides were extemporaneously
diluted to 2 mg/ml in 12.5 mM Tris-HCI (pH 7.4). Six- to eight-week-old
mice were immunized by footpad injections with 100 ng AB1-42, 50 g
PLP peptides, or 1.25 mg OVA emulsified in an equal volume of CFA. In
some experiments, mice were boosted 2 wk later with 60 pg ApR1-42
emulsified in an equal volume of IFA.

In vivo depletion/inactivation of CD25" Tregs

At day 4 before immunization, mice received an i.p. injection of ~150 g
anti-CD25—depleting mAb (clone PC61). To assess depletion efficiency,
Tregs were quantified in blood samples the day before immunization by a
combination of intracellular and surface staining using PE-conjugated anti-
Foxp3 (FJK-16S; eBioscience, San Diego, CA) and biotinylated anti-CD25
(7D4; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) Ab, followed by allophyco-
cyanin-conjugated streptavidin (BD Biosciences). Fluorescence data were
collected on a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences) and ana-
lyzed using FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR).

T cell isolation

Ten days after the last immunization, popliteal and inguinal draining lymph
nodes (DLNs) were harvested and mashed into single-cell suspensions.
When indicated, CD4* T cells were purified using the negative CD4™ T cell
Dynal isolation kit (Invitrogen, Carlsbad, CA). For each sample, the purity
of the CD4™ T cell population was assessed by labeling with PE-Cy5 anti-
BTCR (H57-597), FITC anti-CD4 (L3T4 GKI1.5), allophycocyanin anti-
CD8 (53-6.7), and PE anti-CD19 Ab (1D3) (BD Biosciences) and analyzed
by flow cytometry. Purified populations contained >90% CD4" T cells.

T cell proliferation

For T cell-proliferation assays, splenocytes from nonimmunized syngeneic
mice were used as APCs. RBCs were lysed in Tris-buffered ammonium
chloride, and splenocytes were treated with mitomycin (50 pg/ml final) for
40 min at 37°C, followed by extensive washing. A total of 2 X 10> DLN-
derived cells or 0.8-1 X 10° DLN-derived CD4* T cells was stimulated
with 1 X 10° syngeneic APCs/well, in the presence of 5 or 15 pM pep-
tides. For measurement of Ag-induced T cell proliferation, cells were
pulsed at day 3 with 1 pCi [’H]thymidine/well, and [*H]thymidine in-
corporation was measured 16 h later.

ELISPOT

Nitrocellulose-based 96-well plates (Millipore, Billerica, MA) were coated
with 0.25 pg/50 pl/well of anti-mouse IFN-y mAb (BD Biosciences) for
2 h at 37°C. Plates were washed and blocked with RPMI 1640 medium
containing 10% FCS for =2 h at 37°C. DLN-derived cells or purified CD4*
T cells from individual mice were seeded at 2 X 10° or 0.8-1 X 10° cells/
well, respectively, and stimulated with mitomycin-treated syngeneic
splenocytes (2 X 10° cells/well) in the presence of 5 or 15 wM antigenic
peptides or with 0.4 mg/ml Con A as both a positive control and an internal
reference of cell viability for normalization of data. Plates were incubated
at 37°C (5% CO,) for 24 h, washed with PBS-0.05% Tween 20, and in-
cubated for 2 h at 37°C with 0.05 ng/50 pl/well biotinylated anti-mouse
IFN-y mAb (BD Biosciences). After washing, alkaline phosphatase-
conjugated streptavidin was added and incubated for 90 min (Roche,
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Basel, Switzerland) (75 mU/100 pl/well) and then washed, and IFN-y—
secreting cells were visualized using NBT/bromo-chloro-indolyl phosphate
substrate (Promega). Spots were counted using an automated ELISPOT
plate reader. Data were expressed as the number of IFN-y* CD4* T cells
per 10° Con A-reactive CD4" T cells.

ELISA

To measure serum anti-A3 Ab titers in immunized mice, flat-bottom Nunc
MaxiSorp ELISA plates were coated overnight at 4°C with AR 1-42 peptide
(1 pg/mlin 0.1 M NaHCO; [pH 8.3]). Plates were then washed twice with
PBS-0.05% Tween 20 and blocked with PBS-1% BSA for 2 h at room
temperature (RT). After two washes, plates were incubated for 2 h at RT
with serum samples diluted at 1:1000, 1:3000, 1:9,000, 1:27,000, 1:81,000,
and 1:243,000 in blocking buffer. The AR1-17—specific mAb 6E10 (0.01
and 1 pg/ml) (Sigma-Aldrich) was used as a positive reference sample.
Plates were washed and incubated for 90 min at RT with peroxidase-
conjugated goat anti-mouse IgG Ab (Amersham, Little Chalfont, U.K.)
and then revealed with O-phenylenediamine/H,O, substrate (Sigma-
Aldrich). Results were expressed as relative OD = experimental OD/
reference OD for 6E10 mAbD in the same plate.

FACS analysis

Single-cell suspensions were prepared from inguinal and popliteal lymph
nodes and incubated for 15 min with FcR-blocking Ab (2.4G2; BD Bio-
sciences) to avoid nonspecific staining. PE-Cy5—conjugated anti-TCRB
(H57-597), FITC-conjugated anti-CD4 (L3T4), biotinylated anti-CD25
(7D4), and allophycocyanin-conjugated streptavidin (all from BD Bio-
sciences) were used for cell-surface staining. For intranuclear staining,
cells were fixed, permeabilized, and incubated with PE-conjugated anti-
Foxp3 (FJK-16s; eBioscience), according to the manufacturer’s protocol.
Stained cells were analyzed using a FACSCalibur (Becton Dickinson) flow
cytometer, and data were processed with FlowJo software (Tree Star).

Western blot analysis

Murine thymus or brain samples were homogenized in 300 or 500 pl lysis
buffer (250 mM NaCl, 5 mM EDTA acid, 0.1% Nonidet P-40, 50 mM
HEPES supplemented with 10 mM DTT, 10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml
aprotinin, 50 wg/ml phenylmethyl sulfonyl fluoride, 2 mM sodium pyro-
phosphate, 1 mM sodium orthovanadate), respectively, using Polytron
3100 homogenizer (Kinematica, Lucerne, Switzerland). After incubation
for 30 min in lysis buffer, homogenates were centrifuged for 10 min at 4°C
(14,000 rpm), supernatants containing the total protein extract were har-
vested, and protein concentrations were determined using the Bradford
assay (BCA Protein Assay Kit; Thermo Scientific, Waltham, MA). One
hundred micrograms of total protein extracts was loaded on 10% SDS-
PAGE gel, separated by electrophoresis, and transferred to nitrocellulose
membrane (Amersham Hybond ECL, GE Healthcare, Little Chalfont,
U.K.). After blocking in PBS + 5% nonfat dry milk, membrane was in-
cubated overnight with anti-amyloid precursor protein (APP) mouse Ab
(22C11; Millipore). HRP-conjugated goat anti-mouse Ab (GE Healthcare)
was used as a secondary Ab and incubated for 1 h at RT. Western blot was
revealed by ECL using ultra-sensitive luminol substrate (SuperSignal West
Femto Substrate; Thermo Scientific). Equal loadings were confirmed by
stripping the membrane and reblotting with a specific Ab to 3-actin (AC-
15; Sigma-Aldrich). Densitometric quantification of bands was carried out
using MultiGauge software (Fujifilm, Tokyo, Japan).

Statistical analysis

Statistical analyses were carried out with Graphpad Prism software (San
Diego, CA), using the Mann—Whitney U test.

Results

Heterogeneity of AB-specific CD4" T cell responses between
mouse strains relates to the variety and strength of AB-derived
epitopes restricted to MHC-II alleles

To assess CD4" T cell reactivity to AB in different MHC contexts
and genetic backgrounds, C57BL/6, BALB/c, DBA/1, CBA/J, and
SIL/J mice, expressing H-2°, H-2%, H-29, H-2%, or H-2° hap-
lotypes, respectively, were immunized with AB1-42 in CFA, and
DLN-derived cells were analyzed for in vitro T cell proliferation
induced by AB1-42. Responses were highly heterogeneous, with
C57BL/6 mice (H-2°) displaying the lowest response and SIL/J
mice (H-2%) exhibiting the strongest response (Fig. 14). Of note,

2107 ‘11 ATeniqa] uo 1o founuwwuil mmM WOIJ papeOTUMO(]


http://www.jimmunol.org/

4494

A 100
{ mcra+ap
s0d mcra
]
S 604
3
> E
£ w0
= o
20
o L e ‘L

C67BL/6 BALB/c CBAN DBA/1 sJLy

7
B J —0o—C57BL/6
6 4 —o—BALB/c
4 —#—CBA/J
Q: 5 4 —{—DBA/1
o 1 ——SJLJ
T 44
@
N
T 3
E ]
2 2
1 4
0 +——rrrmr——rrrmr—rrrr——rrrr
102 10° 104 108 108

1/serum dilution

FIGURE 1. AR-specific CD4* T cell and Ab responses in mice with
different H-2 haplotypes and genetic backgrounds. A, C57BL/6, BALB/c,
DBA/1, CBA/J, and SJL/J mice, expressing haplotypes H-2h, H-2d, H-29,
H-2%, and H-2°, respectively, were immunized by footpad injection with
CFA or CFA + AB1-42 and then boosted 2 wk later with IFA with or
without AB1-42. DLN-derived cells were harvested on day 10 after boost
and stimulated with mitomycin-treated syngeneic splenocytes in the
presence of 15 uM AB1-42. T cell proliferation was measured 72 h later
by [*H]thymidine incorporation. Results are from one representative ex-
periment of two (mean = SD; three mice/group). B, Ab responses to ARB1-
42 were determined by ELISA at day 21 after boost, as described in
Materials and Methods. Comparison of Ab titers, corresponding to the
dilution yielding a relative OD of 2, using the Kruskal-Wallis test, did not
reveal significant differences (p > 0.05). Data are expressed as normalized
OD (mean * SD; three mice/group). Results are from one representative
experiment of two.

all five mouse strains raised comparable ELISA titers of anti-Af3
Abs, indicating that differences in T cell responses did not have
a significant impact on the levels of AB-specific B cell responses
(Fig. 1B).

To identify the AB-derived CD4™ T cell epitopes in each of
these H-2 haplotypes, we analyzed T cell proliferation induced by
nine overlapping AB-derived 15-mer peptides. Although respon-
ses to 15-mer peptides were relatively low in most mouse strains,
class Il-restricted epitopes could be identified in four of the five
tested strains. C57BL/6 mice (H-2") displayed a weak, but re-
producible, T cell proliferation to AB16-30 (Fig. 2), as previously
described (11). In contrast, lymphocytes derived from SJL mice
(H-2%) displayed a strong proliferative response to AB10-24 and
the flanking peptides AB7-21 and AB13-27 (Fig. 2), in accordance
with a previous report (11). Lymphocytes from immunized CBA/J
(H-2%) and DBA/1 (H-29) mice also proliferated in response to
AB10-24 and the flanking peptides, although the response was
weaker than that of SJL/J lymphocytes. A slight T cell pro-
liferation was also observed with CBA/J-derived lymphocytes in
response to AB19-33, suggesting that this peptide constitutes an-
other subdominant H-2*restricted epitope (Fig. 2). Although a
strong proliferation was observed with BALB/c lymphocytes in
response to AR1-42 (Figs. 1A, 2), none of the 15-mer peptides
from our library induced a significant T cell proliferation, sug-
gesting that H-2%restricted Ap-derived epitopes cannot be effi-
ciently presented to CD4™ T cells unless they are processed from

GENETIC CONTROL OF AB-SPECIFIC T CELL RESPONSES

a longer peptide. Complementary experiments indicated that at
least one H-2%-restricted epitope is located within AB1-30 and
that AR7-21 may constitute one weak epitope (data not shown), in
line with previous reports (13—15). Altogether, these data identi-
fied distinct H-2—restricted Ap-derived epitopes with remarkably
heterogeneous potencies for inducing CD4* T cell-proliferative
responses in the corresponding mouse strains.

MHC-independent genetic factors dominantly inhibit CD4*
T cell responses to AB in C57BL/6 mice

To determine whether the weak CD4" T cell responsiveness to AR
in C57BL/6 mice is exclusively due to poor immunogenicity of
I-A—restricted epitope(s), we compared AB-specific CD4" T cell
responses in C57BL/6 (H-2%), SIL/J (H-2°), and congenic B6.H-25
mice. The B6.H-2° mice allow the presentation, on the C57BL/6
background, of the I-A°-restricted epitope AB10-24 of known high
immunogenicity in SJL/J mice. Unexpectedly, CD4" T cells from
AB-immunized B6.H-2% mice proliferated only slightly in response
to AB1-42, much more weakly than did SJL/J-derived CD4™ T cells,
and with a similar magnitude as C57BL/6-derived lymphocytes. In
addition, very little significant proliferation could be reproducibly
measured in B6.H-25—derived CD4" T cells in response to the I-A*—
restricted epitope AP10-24 (Fig. 3A). Thus, C57BL/6 mice
expressing an H-2 haplotype permissive for the presentation of the
potentially immunogenic epitope AB10-24 remain unable to de-
velop a robust CD4" T cell proliferative response to Ap.

To determine whether different in vitro secondary proliferative
responses correlate with actual differences in the in vivo expan-
sion of AB-specific effector T cells (Teffs), the latter were directly
quantified ex vivo by ELISPOT assay. In line with proliferation
data, immunized SJL/J mice displayed twice as many DLN-
derived AR-specific IFN-y—producing CD4* T cells than did
C57BL/6 mice (Fig. 3B). All of these effectors were specific for
AB10-24 in SJL/J mice, whereas Af316-30-specific effectors from
immunized C57BL/6 mice were barely detectable by ELISPOT.
Finally, AB-specific IFN-y* CD4" T cells from immunized
C57BL/6 X SIL/J F1 mice were mostly specific for AB10-24, but
the overall number of effectors specific for AR was reduced to the
same level as in parental C57BL/6 mice.

Altogether, these data suggested that MHC-independent genetic
factors dominantly downmodulate AB-specific CD4* T cell re-
sponses in C57BL/6 mice.

Preferential development of AB-specific Treg responses in
C57BL/6 genetic background

Because Tregs play a key role in controlling immunological re-
sponsiveness to self-Ags, we analyzed their potential implication in
the differential regulation of AB-specific CD4* T cell responses in
C57BL/6 and SJL/J genetic backgrounds. We compared the im-
pact of Treg depletion on the magnitude of CD4" T cell responses
to AB. To achieve transient depletion/inactivation of CD4*CD25"
Tregs, mice were injected i.p. with anti-CD25 mAb (clone PC61)
and immunized 4 d later with AB1-42, as described above. Flow
cytometry analysis of popliteal and inguinal lymph node cells
indicated that PC61 treatment induced the depletion of CD4"
CD25*Foxp3* Tregs and CD4*CD25"Foxp3~ Teffs in both
C57BL/6 and SJL/J genetic backgrounds in naive animals
(i.e., before vaccination) (Fig. 4A, 4B). Without PC61 treatment,
the frequency of both Tregs and Teffs significantly increased in
both mouse strains upon vaccination with CFA + AB. PC61
treatment before immunization impaired vaccination-induced ex-
pansion of Tregs, but it did not alter the expansion of Teffs in both
C57BL/6 and SJL/J genetic backgrounds (Fig. 4A, 4B). The extent
of AB-specific CD4* T cell responses in DLNs was quantified by
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FIGURE 2. CD4* T cell epitope mapping of AB1-42 in different H-2 haplotypes. C57BL/6 (H-2°), BALB/c (H-2%), DBA/1 (H-29), CBA/J (H-2%), and
SJL/J (H-2%) mice were immunized by footpad injection with CFA or CFA + AB1-42 and then boosted 2 wk later with IFA with or without AB1-42. DLN-
derived cells were harvested on day 10 after boost and stimulated with mitomycin-treated syngeneic splenocytes in the presence of 15 uM of AB1-42 or a
library of nine overlapping AB-derived 15-mer peptides. T cell proliferation was measured 72 h later by [*H]thymidine incorporation. Results are from one
representative experiment of two (mean * SD; three mice/group). The y-axis scale for each mouse strain was defined considering AB1-42—induced

proliferation as a maximum.

ELISPOT 10 d after immunization. Transient Treg depletion in
C57BL/6 mice induced a 2.2-fold increase in the number of AB1-
42-specific IFN-y* CD4" Teffs induced by vaccination. Similarly,
AB16-30-specific IFN-y* CD4* T cells increased 2.8-fold fol-
lowing Treg depletion (Fig. 4C). Similarly to C57BL/6 mice, Treg
depletion in B6.H-2% mice induced 3.4- and 2.6-fold increases in
the numbers of vaccine-induced IFN-y* CD4* effectors respond-
ing to AB1-42 and AB10-24, respectively. Interestingly, in con-
trast to C57BL/6 and B6.H-2° mice, SJL/J mice showed no
increase in the numbers of AB1-42— or AB10-24—specific IFN-y*
CD4* effectors following Treg depletion (Fig. 4C). These data
suggested that although AB-specific CD4™ T cell responses are
naturally downmodulated by Tregs in the C57BL/6 background,
SJL/J mice do not develop a measurable Treg-mediated sponta-
neous inhibition of CD4" T cell responses to AB.

To determine whether the differential Treg-mediated inhibition in
C57BL/6 and SJL/J backgrounds applies to any T cell response to
self-Ags, we analyzed the impact of Treg depletion on PLP-specific
CD4* T cell responses in C57BL/6, SIL/J, and B6.H-2° mice.
Transient Treg depletion before immunization with either H-2"-
restricted (PLP'7%'°1) or H-2°—restricted (PLP'**7'>!) peptides
significantly increased PLP-specific CD4" T cell responses in
C57BL/6 and SJL/J background, respectively (Fig. SA). To further
assess the pattern of Treg-mediated inhibition in C57BL/6 and SJL/J
backgrounds, we also analyzed the impact of Treg depletion on
CD4* T cell responses to OVA, used as a model non-self Ag, in
C57BL/6, SJL/J, and B6.H-2° mice. Similarly to PLP, transient Treg
depletion before immunization with OVA increased the numbers of
IFN-y* CD4" Teffs detected by ELISPOT in response to full-length
OVA in all three strains, the I-A —restricted epitope OVA**~* in
C57BL/6 mice, and to the I-A’—restricted epitope OVAZ>2* jn

SJL/J and B6.H-2° mice (Fig. 5B). Of note, although Treg de-
pletion enhanced OVA-specific CD4™ T cell responses in all three
strains, the increase was less in SJL/J background than C57BL/6
background. Thus, the differential Treg-mediated inhibition of A3-
specific T cell responses in C57BL/6 and SJL/J genetic backgrounds
is not general to any self or non-self Ag and is restricted, at least in
part, to certain antigenic specificities. Because A3 is generated by
proteolytic cleavage of APP, APP protein expression in the thymus
of C57BL/6 and SJL/J mice was analyzed by Western blot. No
difference in APP expression was observed between C57BL/6 and
SJL/J mice, although the expression was very faint in the thymus
(Fig. 5C, 5D). As expected, brain samples used as positive controls
displayed a very strong expression of the lowest m.w. isoform of
APP (Fig. 5C). Altogether, these data suggested that MHC-
independent genetic factors modulating AB-specific CD4* T cell
responses include the propensity to develop Treg-mediated inhib-
itory responses to A, which varies critically between individuals
of different genetic backgrounds.

Treg responses downmodulate the magnitude of AB-specific
CD4* T cell responses in C57BL/6 APPPSI mice

To assess the impact of Treg-mediated inhibition on CD4* T cell
responses to A3 in the context of AD, we analyzed the effect of
Treg depletion in 4-mo-old AB-depositing double-transgenic
APPPS1 C57BL/6 mice. Similarly to results in C57BL/6 and
SJL/J mice (Fig. 4A, 4B), flow cytometry analysis of DLN-derived
cells indicated that PC61 induced the depletion of both CD4*
CD25*Foxp3™ Tregs and CD4"CD25'Foxp3~ Teffs in naive
APPPS1 mice and wild-type (wt) littermates. PC61 treatment
before immunization impaired vaccination-induced expansion of
Tregs, but did not alter the expansion of Teffs, in both wt and
APPPS1 mice (Fig. 6A). Control PBS-injected APPPS1 mice and
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FIGURE 3. MHC-independent genetic factors dominantly modulate the
magnitude of CD4" T cell responses to AB. A, CD4" T cell proliferation to
AB-derived peptides in C57BL/6 (H-2°), SJL/J (H-2°), and B6.H-2° (H-2%-
congenic C57BL/6) mice. Mice were immunized by footpad injection
with CFA or CFA + AB1-42. DLN-derived CD4" T cells were isolated (see
Materials and Methods) on day 10 and stimulated with mitomycin-treated
syngeneic splenocytes in the presence (5 uM) of AB1-42, I-A*—restricted
epitope AB10-24, I-AP—restricted epitope AR16-30, or AB1-15 peptide
used as a negative control. Proliferation was measured 3 d later. Results are
from one representative experiment of four (mean = SD; three to five
mice/group). *p < 0.05, **p < 0.01, Mann—Whitney U test. The p values
are for differences between CFA- and CFA + Ap-treated animals. B,
Ex vivo quantification of AB-specific IFN-y—producing CD4* Teffs. C57BL/6,
SJL/J, and (C57BL/6 X SJL/J) F1 mice were immunized by footpad in-
jection with CFA or CFA + AB1-42. DLN-derived CD4" T cells were
isolated on day 10, and the numbers of IFN-y—producing Teffs specific for
ABI1-42, I-A’—restricted epitope AB10-24, or I-AP-restricted epitope
AB16-30 were determined by ELISPOT assay. AB1-15 peptide was used
as a negative control. Data are expressed as numbers of IFN-y* CD4*
T cells/10° Con A-reactive CD4" T cells, as described in Materials and
Methods. Results are from one representative experiment of three (mean =
SD; three mice/group). *p < 0.05, Mann—Whitney U test.
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wt littermates displayed similar numbers of AB1-42— or AB16-
30-specific IFN-y* CD4" Teffs in response to AP vaccination
(Fig. 6B). As expected, transient Treg depletion before immuni-
zation in wt littermates induced a 2.9-fold increase in the number
of AB1-42-specific IFN-y* CD4™ T cells, but no significant dif-
ference in the number of AB16-30-specific IFN-y" CD4™ T cells
was observed. Interestingly, Treg depletion in APPPS1 mice in-
duced a stronger enhancement of AB-specific CD4™ T cell re-
sponses, with 5.9- and 3.1-fold increases in the numbers of AB1-
42— and AB16-30-specific IFN-y* CD4" effectors, respectively
(Fig. 6B). Although the difference in APR1-42—specific IFN-y—
producing cells between Treg-depleted wt and APPPS1 mice did
not reach statistical significance, a trend (p = 0.08) was observed
toward enhanced A-specific CD4* T cell responses in APPPS1
mice compared with wt mice. In contrast, transient Treg depletion
before immunization with either H-2°—restricted epitope PLP'78-1°!
or full-length OVA increased PLP- or OVA-specific CD4" T cell
responses similarly in both wt and APPPS1 mice, respectively
(Fig. 6C, 6D). Altogether, these data suggested that APPPS1
C57BL/6 mice spontaneously develop CD4™ T cell responses to
AP, the expansion of which is prevented through Treg-mediated
inhibition.

Discussion

The present study demonstrated that the magnitude of CD4™ T cell
responses to AR vary according to genetic factors that include
non-MHC elements. Our data indicated that the heterogeneity of
AB-specific CD4* T cell responses is related, at least in part, to
qualitative and quantitative differences in AB-derived epitopes
restricted to various MHC-II alleles. Importantly, MHC-independent
genetic factors that determine the overall potency of individuals
to develop AB-specific Treg responses play a critical role in the
modulation of CD4* T cell responses to AB. Such Treg-mediated
inhibitory responses completely downmodulate AB-specific CD4*
T cell responses that spontaneously arise in the course of AD
in a mouse model and prevent their expansion upon AP vaccina-
tion.

In line with previous reports identifying AB-derived T cell
epitopes (11, 13-15), dominant CD4* T cell epitopes in SJL/J,
C57BL/6, and BALB/c mice were found in AB10-24, AB16-30,
and AB1-30 peptides, respectively. Although AP10-24 elicited
a strong [-A’-restricted CD4™ T cell response in SJL/J mice, the
same epitope induced a much weaker response when presented in
the H-29 haplotype (DBA/1 mice), although the overall magnitude
of CD4" T cell responses to full-length AB1-42 was similar in
both strains. Thus, similar AB-derived epitopes display qualitative
differences in various MHC contexts. Quantitative differences in
the number of AB-derived epitopes restricted to various MHC-II
alleles were also observed. Although AB-specific CD4* T cell
responses in SJL/J, C57BL/6, and DBA/1 mice were each targeted
to a unique epitope, located between residues 10 and 24, 16 and
30, and 10 and 27, respectively, CD4* T cells proliferated in re-
sponse to both AB10-24 and AB19-33 in CBA/J mice. In humans,
differing levels of CD4" T cell responses to AR have been ob-
served in PBMCs and were specific for various AB-derived epit-
opes restricted to different HLA-DR alleles, with the DRB1*1501
allele being highly immunogenic (9, 10). Altogether, these studies
indicated that the MHC genotype is an important parameter
modulating CD4* T cell reactivity to AB. Importantly, the impact
of MHC on T cell-related immunogenicity may be more stringent
for small Ags compared with large-protein Ags. Indeed, the re-
duced spectrum of epitopes processed from short antigenic pep-
tides, such as AB1-42, likely decreases the probability of gener-
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FIGURE 4. Preferential development of AB-specific Treg responses in C57BL/6 genetic background. A and B, PC61 treatment selectively inhibits
vaccination-induced expansion of CD4"CD25"Foxp3™ Tregs but not CD4"CD25"Foxp3~ Teffs in both C57BL/6 and SJL/J genetic backgrounds. Animals
were injected i.p. with anti-CD25-depleting mAb (PC61) or PBS and then left untreated or immunized on day 4 with CFA + AB1-42. DLN-derived CD4*
T cells were isolated 10 d later, and the frequency of CD4"CD25"Foxp3* and CD4"CD25"Foxp3~ cells was determined by flow cytometry. A, Dot plots for
one representative animal in each experimental group. B, Mean = SD for three to five animals/group. Gated on TCRB*CD4" cells. *p < 0.05, **p < 0.01,
Mann—Whitney U test. The p values are for differences between PBS- and PC61-treated animals. C, Impact of transient Treg depletion on the magnitude of
AB-specific CD4™ T cell responses. C57BL/6 (H-2%), SJL/J (H-2%), and B6.H-2° mice were injected i.p. with anti-CD25-depleting mAb (PC61) or PBS 4 d
before footpad immunization with CFA or CFA + AB1-42. DLN-derived CD4* T cells were isolated on day 10, and the numbers of IFN-y—producing Teffs
specific for AB1-42, I-A’—restricted epitope AR10-24, I-A°—restricted epitope AB16-30, or AB1-15 peptide used as a negative control were quantified
ex vivo by ELISPOT assay. Data are expressed as numbers of IEN-y* CD4* T cells/10* Con A-reactive CD4* T cells. Results are from one representative
experiment of three (mean = SD; three to five mice/group). *p < 0.05, Mann—Whitney U test.

ating diverse immunodominant epitopes restricted to various
MHC alleles. Hence, MHC genotype has to be taken into partic-
ular consideration when evaluating the pathophysiological impact
of T cell responses induced by A vaccination.

In addition to the impact of MHC, our study demonstrated that
MHC-independent genes control the magnitude of A-specific
CD4" T cell responses in mice through Treg-mediated inhibition.
H-2°—restricted CD4™ T cell responses of similar A specificities
were differentially regulated in C57BL/6 and SJL/J backgrounds.
The very mild T cell response to AR observed in B6.H-2° mice,
which display the potentially highly AB-immunogenic H-2° allele
in the context of C57BL/6 genetic background, indicated that
MHC-independent genetic features in C57BL/6 background pre-
vent the expansion of AB-specific T cell responses. Analysis of
(C57BL/6 X SIL/J) F1 mice, which display the H-2* allele in the
context of a 1/1 mix genetic background, further suggested that
MHC-independent genes that downmodulate AB-specific CD4"
T cell responses in C57BL/6 mice are dominant over SJL/J-derived
genetic factors. Conversely, a report by Monsonego et al. (11)
showed that although NOD mice display an ARB-immunogenic
MHC context and genetic background, NOD.H-2" congenic mice
are unable to mount T cell responses to A3, highlighting the poor

AB immunogenicity of the H-2® haplotype. Hence, both MHC-
independent genetic features and MHC haplotype critically con-
trol the magnitude of AB-specific CD4* T cell responses. The
MHC-independent dominant inhibitory effect in C57BL/6 mice is
related to the propensity for developing Treg-mediated inhibitory
responses to AP, which varies critically between individuals of
different genetic backgrounds. Such Treg-mediated inhibitory
responses may have an important implication in the context of
AD, because they strongly downmodulate the expansion of Af3-
specific CD4™ T cell responses that spontaneously arise in the
course of AD in APPPS1 mice. Interestingly, increased suppres-
sive activity of CD4*CD25" Tregs has been described in AD
patients, but its pathophysiological significance remains to be
assessed (16). Genetic background- and sex-related differences in
the numbers and functional properties of Tregs were previously
reported in mice. Increased frequency of Tregs in male SJL mice
compared with female SJL mice, as well as their preferential se-
cretion of IL-10, may contribute to skewed development of Th2-
type immune responses (17). Of note, C57BL/6 male and female
mice did not show differences in Treg numbers (17). Other studies
indicated that BALB/c mice displayed increased frequency of
CD4*CD25" Tregs compared with C57BL/6 mice, although Tregs
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from both strains are phenotypically and functionally similar (18).
However, CD4*CD25™ T cells from BALB/c and C57BL/6 mice
differ in their susceptibility to Treg-mediated inhibition (18). In-
terestingly, transient Treg depletion in BALB/c mice induced
a notable increase in the numbers of vaccine-induced AR1-42-
or AB7-21-specific IFN-y* CD4" effectors, suggesting that Treg-
mediated inhibition of CD4* T cell responses to AP is not re-
stricted to C57BL/6 mice (data not shown). Whether similar
quantitative and qualitative differences in Treg responses are also
genetically regulated in humans remains to be determined.
Functional polymorphisms in the FOXP3/Scurfin gene have been
associated with altered susceptibility to autoimmune diseases,
including type 1 diabetes (19), systemic lupus erythematosus (20),
psoriasis (21), autoimmune thyroid diseases (22), and primary
biliary cirrhosis (23). Thus, genetic polymorphisms in genes in-
volved in Treg development and function may translate into al-
tered potencies of developing Treg responses in humans. Finally,
in contrast to its effect on AB-specific T cell responses, transient
Treg depletion increases the number of vaccination-induced PLP-
specific or OVA-specific CD4* Teffs in both C57BL/6 and SJL/J
genetic backgrounds. Hence, background-related differential Treg-
mediated inhibition is not general to any self or non-self Ag, but
instead is restricted, at least in part, to certain antigenic specific-
ities, including AB. The differential effect of Tregs on AB-reactive

C57BL/6 SJLN C57BL/6 SJLIJ

T cells was not related to differences in thymic expression of APP
in C57BL/6 and SJL/J mice. Further experiments will be needed
to decipher the mechanistic explanation of this phenomenon.
Although severe complications observed in a limited proportion
of AN1792-vaccinated patients were attributed to proinflammatory
T cell responses, preclinical murine models did not show evidence
of T cell-related side effects. The results of our study shed new light
on the retrospective understanding of this discrepancy between
preclinical and clinical settings. The critical impact of both the
MHC and the dominant background-related Treg-mediated in-
hibition of CD4* T cell responses to AR may explain, at least
in part, the occurrence of meningoencephalitis in a fraction of
AN1792 patients and underscores the need to develop appropriate
preclinical murine models to accurately evaluate the potential
impact of vaccine-induced A-specific T cell responses. Trans-
genic AD mice on the SJIL background, which would allow the
presentation of the I-A’-restricted strong T cell epitope AB10-24
without significant AB-specific Treg-mediated inhibition, may
constitute such a relevant preclinical model. The yet unexplained
complications of AN1792 led pharmaceutical companies to totally
dismiss T cell responses to AR and design strategies focused ex-
clusively on AB-specific Abs. However, experimental results in
mouse models, as well as recent clinical trial data, challenge the
efficiency of such approaches and highlight possible associated
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FIGURE 6. Treg responses strongly downmodulate AB-specific CD4" T cell responses in C57BL/6 APPPS1 mice. A, PC61 treatment selectively inhibits
vaccination-induced expansion of CD4*CD25Foxp3* Tregs but not CD4"CD25"Foxp3™~ Teffs in both WT and APPPS1 mice. Four-month-old animals
were injected i.p. with anti-CD25-depleting mAb (PC61) or PBS and then left untreated or immunized on day 4 with CFA + AB1-42. DLN-derived CD4"
T cells were isolated 10 d later, and the frequency of CD4*CD25*Foxp3* and CD4*CD25*Foxp3~ cells was determined by flow cytometry. Mean + SD
values for three to five animals/group. Gated on TCRB*CD4™ cells. *p < 0.05, Mann—Whitney U test. The p values are for differences between PBS- and
PC61-treated animals. B, Four-month-old C57BL/6 APPPS1 mice or littermate controls were injected i.p. with anti-CD25—depleting mAb (PC61) or PBS
4 d before footpad immunization with CFA or CFA + AB1-42. DLN-derived CD4" T cells were isolated on day 10, and the numbers of IFN-y—producing
Teffs specific for AB1-42, I-AP—restricted epitope AR16-30, or AB1-15 peptide used as a negative control were quantified ex vivo by ELISPOT assay. C,
Impact of transient Treg depletion on the magnitude of PLP-specific CD4* T cell responses. Four-month-old APPPS1 mice or littermate controls were
injected i.p. with PC61 or PBS and then immunized 4 d later with CFA or CFA + PLP'7%!'?!, DLN-derived CD4* T cells were isolated on day 10, and the
numbers of IFN-y—producing Teffs specific for H-2"—restricted epitope PLP'"*""*! were quantified ex vivo by ELISPOT assay. H-2"—restricted epitope
PLP"**!3! was used as a negative control. D, Impact of transient Treg depletion on the magnitude of OVA-specific CD4" T cell responses. Mice were
treated as described in C, before footpad immunization with CFA or CFA + OVA. Numbers of IFN-y—producing Teffs specific for OVA, H-2"-restricted
epitope Ova®*% or H-2—restricted epitope Ova**>~>*® were quantified in DLN-derived CD4* T cells on day 10 by ELISPOT assay. B-D, Data are
expressed as numbers of IFN-y* CD4" T cells/2 X 10> CD4" T cells. Results are from one representative experiment of two (mean + SD; three mice/
group). *p < 0.05, **p < 0.01, Mann—Whitney U test.

side effects (24-26). A follow-up study on a group of AN1792
patients suggested that the level of vaccine-induced Abs correlated
with the clearance of amyloid plaques but not with clinical re-
sponse (27). In our study, it is worth noting that AB-specific Ab
responses were only mildly affected by genetic background, as
opposed to T cell responses to AB. In parallel, several reports
suggested that CD4" T cells may mediate neuroprotective re-
sponses in various neurodegenerative conditions, including AD
(7, 8, 28-30). Interestingly, previous reports in an optic nerve-
injury model suggested that the ability to spontaneously mani-
fest such T cell-dependent protective responses under neurode-

generative conditions may be restricted by naturally occurring
CD4*CD25* Tregs. Furthermore, this effect of Tregs was not
uniform, and their expression in different individuals seemed to
be genetically determined (31), reminiscent of our findings.

In conclusion, our study demonstrated that AB-specific CD4"
T cell responses are critically modulated by MHC-independent
genetic factors that determine the propensity to develop Treg-
mediated inhibitory responses to AP. These data underscore the
need to reassess the roles, both pathogenic and/or beneficial, of
different T cell subsets in both the pathophysiology and immu-
notherapy of AD. In this context, extensive analyses aimed at
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deciphering the impact of Tregs on the neuropathological and
clinical parameters of AD in APPPS1 mice are underway.
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I1.1.3 Résultats complémentaires et conclusion

Notre article documente le rdle des facteurs génétiques dépendants et indépendants du
CMH sur ’amplitude des réponses T CD4+ induites apres vaccination par Ap42.

Nos résultats montrent que, selon les fonds génétiques, la réponse proliférative des LT
CD4+ vis-a-vis d’AP42 est tres variable : elle est la plus faible chez les souris C57BL/6 et la
plus forte chez les souris SJL/J. Le nombre d’épitopes restreints au CMH-II au sein du
peptide de 42 aa différe aussi dans les 5 lignées étudiées et les réponses prolifératives vis-a-
vis de ces épitopes sont d’intensité trés variables. Ainsi AP10-24, restreint au CMH-II des
souris SJL/J (I-A®) parait étre un épitope fort mais a I’inverse, AB16-30, restreint au CMH-II
des souris C57BL/6 (I-A®) semble étre un épitope faible. Ces différences de réponses
prolifératives sont a rapprocher des résultats obtenus chez I’Homme chez qui plusieurs
épitopes restreints a différents alleles HLA-DR ont pu étre identifiés. HLA-DRBI1*1501 est
ainsi apparu comme étant trés immunogene (Zota et al., 2009).

Les importantes différences mises en évidence en terme d’amplitude des réponses T
CD4+ anti-Ap dans les 5 fonds génétiques ne s’accompagnent toutefois pas de différences en
terme de réponses Ac. Toutes les souris semblent en effet répondre a la vaccination en
produisant un taux comparable d’IgG anti-Ap.

La faible réponse proliférative induite aprés vaccination chez les souris B6.H-2°, qui
permettent la présentation d’un épitope fort (AB10-24) restreint a I-A® dans le fond C57BL/6
a souligné le role important de facteurs indépendants du CMH dans le controle de I’amplitude
des réponses T CD4+ anti-AfBvaccinales. Les souris F1 (C57BL/6 x SJL/J) immunisées par
AP répondent faiblement en terme d’expansion in vivo de cellules T CD4+ effectrices
(technique ELISPOT), ce qui sembe indiquer un role dominant de ces facteurs indépendants
du CMH. Le H-2 parait cependant avoir aussi un impact important puisqu’a 1’inverse, alors
que les souris NOD semblent étre un fond génétique répondant bien a la vaccination par Af,
les souris NOD.H-2, congéniques pour I’haplotype H-2° faiblement immunogéne, sont
incapables de répondre (Monsonego et al., 2006).

Les expériences d’inactivation des réponses Tregs avant vaccination par injection
intrapéritonéale d’Ac anti-CD25 (clone PC61) suggerent que les réponses T CD4+ anti-
AP seraient naturellement fortement régulées par des réponses Tregs dans le fond C57BL/6.

En revanche, chez les souris SJL/J, on ne détecte pas ou peu d’inhibition des réponses T
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CD4+ anti-Af par des réponses Tregs.

Par contre, si on immunise ces souris avec OVA ou PLP, les réponses T CD4+
effectrices vaccinales semblent étre pareillement controlées par des réponses Tregs dans les 2
fonds génétiques. Les différences de régulation des réponses effectrices observées vis-a-vis
d’AP entre les souris C57BL/6 et SJIL/J, ne reléveraient donc pas d’un mécanisme général a
tous les Ag du soi ou du non-soi mais ne pourraient concerner que quelques spécificités
antigéniques.

Les différences observées en terme de régulation des réponses effectrices anti-Af dans
les deux fonds génétiques pourraient faire intervenir des facteurs impliqués dans la capacité a
générer des réponses Tregs vis-a-vis d’AP. Cependant, les isoformes de 751 et 770 aa de
I’APP sont exprimées de manicre similaire dans le thymus des souris C57BL/6 et des souris
SJL/J suggérant que la génération de nTregs est possible dans les deux fonds génétiques. Les
différences observées pourraient aussi étre dues a des facteurs impliqués dans la survie des
Tregs et le maintien de leur activité suppressive en périphérie. Des travaux récents
documentent par exemple le réle des cellules dendritiques dans I’homéostasie des Tregs
(Darrasse-Jeze et al., 2009).

Dans I’article, nous avons montré que les Tregs contrdlent différemment 1’amplitude
des réponses vaccinales anti-Af selon le fond génétique. Afin de déterminer si les Tregs
influent également sur la nature des réponses T effectrices anti-Af induites par la vaccination,
nous avons quantifié in vitro, apres restimulation en présence de CPA et de peptide AP42, les
cytokines secrétées par les LT CD4+ isolés a partir des ganglions drainants des souris traitées
ou non par Ac anti-CD25 (PC61) et immunisées. Des dosages par tests ELISA sur des
surnageants de culture prélevés a J1, J2 et J3 apres stimulation montrent que I’inactivation des
cellules Tregs ne semble pas influer sur la nature de la réponse vaccinale induite (cf figure
12). Les réponses cytokiniques sont en effet proportionnellement identiques que les Tregs
aient ou non été inactivés. Les LT CD4+ anti-Ap effecteurs induits dans les fonds C57BL/6 et
SJL/J sont majoritairement orientés vers un profil Th1. L’utilisation de 1’adjuvant complet de
Freund dans la formulation de notre vaccin explique probablement 1’orientation des réponses
effectrices vers ces réponses de type pro-inflammatoires. De méme, concernant la réponse Ac
nos résultats montrent que la déplétion des Tregs ne fait qu’augmenter la quantité d’IgG anti-
AP circulantes sans modifier la proportion des différentes sous-classes (données non
montrées). Les réponses Tregs semblent donc moduler essentiellement 1’amplitude des

réponses vaccinales T CD4+ anti-A et non leur différenciation fonctionnelle, du moins dans
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un contexte de vaccination avec un adjuvant fort.
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Figure 12: Impact de P’inactivation des cellules T régulatrices sur la nature de la réponse vaccinale
T CD4+ anti-Af. L’ Ac anti-CD25 (clone PC61) a été injecté en i.p. afin d’inactiver les cellules Tregs 4
jours avant I’immunisation par ABf42 dans le coussinet plantaire.10 jours aprés I’immunisation, les LT
CD4+ des ganglions drainants ont été triés et restimulés en présence de CPA et de SuM d’Ap42. La
quantité de cytokines produites dans le surnageant de culture a été déterminée par technique ELISA a J2
pour 'IL-2, ’IL-17 et ’IFNy, et a J3 pour I’IL-4 et I’IL-10 (moyenne +/- SD; 3-5 souris par groupe).

L’ensemble de nos résultats souléve des points importants & prendre en compte dans
un contexte immunothérapeutique. Outre le CMH, des facteurs génétiques indépendants,
comme la capacité a pouvoir générer des réponses Tregs controlant les réponses effectrices T
CD4+ anti-Ap, semblent avoir un impact crucial sur ’amplitude de la réponse vaccinale T

CD4+ anti-Af chez la souris. Par extrapolation, on peut supposer que ces mémes facteurs
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pourraient étre corrélés chez I’Homme a 1’efficacité thérapeutique ou, au contraire au risque
de développer des effets secondaires de type méningo-encéphalites. Nous n’avons pas observé
ce type d’effets chez les souris que nous avons utilisées mais il faut rester prudent avec
I’extrapolation de ces résultats & ’Homme, car d’une part nous n’avons étudié que 5 fonds
génétiques différents (ce qui est infime comparé a la diversité génétique humaine), et d’autre
part il semble exister des différences en terme de sensibilité a 1’encéphalite entre les deux
especes animales.

Dans un modele murin de la MA (souris APPPS1 sur le fonds C57BL/6),
I’administration d’Ac anti-CD25 avant la vaccination se traduit par un effet encore plus
marqué d’augmentation des réponses T CD4+ anti-Af3 comparativement aux souris sauvages.
Cet effet n’est pas retrouvé dans les expériences d’immunisation avec de ’OVA ou de la
PLP. Ceci suggere que les souris APPPS1 développeraient spontanément des réponses T
CD4+ anti-Af, dont I', expansion serait contrdlée par des cellules Tregs. En accord avec cette
hypothése, nous avons constaté que les souris APPPSI plus agées (7 mois au lieu de 4 mois)
répondaient encore plus fortement a la vaccination que les souris controles lorsqu’on

administrait de I’Ac anti-CD25 4 jours avant ’immunisation (cf figure 13).
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Figure 13: Impact de inactivation des Tregs sur la réponse vaccinale des souris APPPS1
dgées de 7Tmois. L’Ac anti-CD25 (clone PC61) a été injecté en i.p. afin d’inactiver les cellules

Tregs 4 jours avant I’immunisation par AP42 dans le coussinet plantaire. 10 jours apres
I’immunisation, les LT CD4+ des ganglions drainants ont été triés et restimulés en présence de
CPA et de 5uM de différents peptides d’AP. La proportion de LT produisant de I'I[FNy a été
appréciée par technique ELISPOT, apres 16h de restimulation in vitro (moyennes+/- SD; 3 souris
par groupe).
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Ainsi, ce phénoméne semble s’amplifier avec [’évolution de la maladie:
I’accumulation croissante d’Af42 pourrait étre source d’une augmentation des réponses
effectrices spontanées dirigées contre AP, mais ces dernicres resteraient toujours sous le
contrble de réponses Tregs.

Ces données laissent entrevoir un possible role des cellules Tregs et d’éventuelles
réponses effectrices anti-Af} spontanées dans la physiopathologie de la maladie. C’est ce que

nous avons taché d’étudier dans la seconde partie de notre travail.
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I1.2 Impact des réponses T CD4+ sur la physiopathologie

dans un modéle murin de la MA

« Les cellules T régulatrices modulent la neuroinflammation et ralentissent
la progression de la maladie dans un mode¢le murin de la maladie

d’Alzheimer »

C.Toly-Ndour, S.Aid, T.Chaigneau, C.Rovira, J.Mariani, M.Holzenberger, P. Aucouturier,
G.Dorothée.

11.2.1 Introduction

Afin de caractériser le role des réponses T CD4+ et des réponses Tregs dans la
physiopathologie de la MA, nous avons choisi d’éliminer et/ou d’inactiver les cellules Tregs a
un stade précoce grace a I’injection intrapéritonéale (i.p.) d’Ac anti-CD25 (clone PC61).

Notre modele murin développe ses premieres plaques des I’age de 6 semaines dans le

eme

cortex, aussi avons-nous choisi d’administrer 1’Ac anti-CD25 dés la 5 semaine de vie.
Cette injection précoce devrait permettre d’empécher le développement spontané d’une
réponse Treg spécifique d’AP ou du moins d’en limiter les effets. Des études préliminaires
nous ont permis de montrer que le nombre de cellules Tregs restait fortement diminué
pendant plus d’un mois aprés une injection unique de PC61. La durée de I’efficacité¢ du
traitement est donc au moins égale a un mois, sans oublier que 1’effet de cet Ac passe
¢galement par sa capacité a inactiver les Tregs, en complément de leur élimination par
apoptose (McNeill et al., 2007). Nous avons choisi de faire une seconde injection & la 9™
semaine de vie afin que les souris soient maintenues dans un environnement appauvri en
cellules Tregs pendant plus de 8 semaines, c’est-a-dire au moins jusqu’a 1’dge de 3 mois,
période a laquelle la pathologie amyloide est déja bien développée.

Nous avons dans un premier temps €tudié I’impact de 1’inhibition des réponses Tregs
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sur la pathologie amyloide et la neuroinflammation a différents stades de la maladie. Les ages
de 4 et 7 mois nous ont paru pertinents. A 4 mois, la neuroinflammation est déja détectable et
la pathologie amyloide commence a envahir 1’hippocampe des souris APPPS1. A 7 mois, la
neuroinflammation s’est intensifiée et est devenue chronique, et la pathologie amyloide s’est
considérablement étendue.

Dans le cadre d’une collaboration avec le Dr Saba Aid (¢quipe du Dr M Holzenberger,
CDR St Antoine), nous avons par ailleurs étudié 1’impact de I’inactivation des réponses Tregs
sur les fonctions cognitives des souris APPPS1 (tests du labyrinthe de Barnes a 7 et 9 mois).
Enfin, P’effet de I’¢limination des Tregs sur la plasticité synaptique (électrophysiologie de
I’hippocampe a 8-9 mois) a été analysé en collaboration avec le Dr Catherine Rovira et le Pr

Jean Mariani (UMR 7102, Jussieu).

11.2.2 Matériels et méthodes

11.2.2.1 Animaux

Les souris APPPS1 (Thy1-APP swe / Thy1-PS1 L166P) nous ont été données par le Pr
Mathias Jucker (Université de Tiibingen, Allemagne). Nous avons utilisé¢ des souris APPPSI
hétérozygotes dans I’ensemble de nos expériences. La réalisation du phénotype lymphocytaire
a ¢été effectuée sur des souris males issues du croisement entre des souris males APPPS1
hétérozygotes et des souris femelles Foxp3EGFP homozygotes. Ces animaux ont été élevés

dans des conditions sanitaires strictes (animalerie EOPS (Exempte d’Organismes Pathogenes

Spécifiques) du CDR St Antoine (PHEA)).

11.2.2.2 Inactivation in vivo des cellule Tregs CD25+

Les souris ont recu deux injections intra-péritonéales d’ascite de souris contenant
plusieurs ug d’Ac anti-CD25 (clone PC61 (rat)) a 5 et 9 semaines de vie. Pour s’assurer de

1°"® administration

’efficacité du traitement, les Tregs ont été quantifiés 4 et 28 jours apres la
de I’Ac, et 4 et 28 jours aprés la 2" administration de I’Ac dans des échantillons de sang.
Cette quantification a été effectuée grace a un immunomarquage de surface anti-CD25 (clone
7D4) et, apres fixation et perméablisation des cellules, grace a un marquage intranucléaire

anti-Foxp3 (Clone FJK-168S). Les échantillons ont ensuite été analysés sur un FACSCalibur et
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les données ont été intégrées grace au logiciel FlowJo.

11.2.2.3 Histologie

11.2.2.3.1 Immunomarquage anti-CD3

Les souris ont été anesthésiées (mélange Kétamine-Xylazine injecté a dose 1étale par
voie 1.p.) et perfusées avec du PBS afin de laver les vaisseaux et les capillaires cérébraux de
toutes les cellules circulantes. Apres sacrifice, les 2 hémispheres cérébraux ont été séparés
puis découpés frontalement en 3 parties : antérieure, médiane et postérieure (cervelet).
Chacune des parties ainsi isolée a été immergée dans du liquide cryosconservateur (Tissue
Tek) et conservée a -80°C. Les parties médianes ont ensuite ¢été coupées a nouveau
frontalement en 3 séries non continues (espacées de 100pum). Chaque série contenait 8 coupes
de 10 microns d’épaisseur. Elles se situaient au niveau du lobe temporal médian qui contient
I’hippocampe. Les coupes ont ensuite été séchées 2h a température ambiante puis fixées a
I’acétone a 4°C pendant 15 minutes. Apres saturation a I’albumine bovine (PBS 1X-Tween
0,1% - BSA 5%), les coupes ont ét¢ marquées avec un Ac de lapin anti-CD3 (clone SP7,
Sug/ml), dilution 1/200¢éme) puis la révélation a été effectuée avec un Ac de chévre anti-lapin
couplé au fluorochrome Alexa Fluor 488. Le dénombrement des cellules CD3 positives a
ensuite été¢ éffectué grace a un microscope a fluorescence équipé d’une caméra (Olympus

BX61) sur 3 coupes de 3 séries différentes pour chacune des souris étudice.

11.2.2.1.2 Immunomarquage anti-Ap

Le prélevement des cerveaux et la réalisation des coupes ont été effectués selon le
méme principe que décrit précédemment pour le marquage anti-CD3. Les coupes ont ensuite
ét¢ immunomarquées avec un Ac de souris anti-Af} humain (clone BAM10) puis la révélation
a été effectuée avec un Ac de cheévre anti-souris couplé a I’Alexa 594. Nous avons ensuite

quantifié I’aire cérébrale atteinte par la pathologie AP grace au logiciel Imagel.
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11.2.2.2 ELISA anti-AB42

Nous avons utilisé¢ une technique ELISA développée par Invitrogen. Apres sacrifice
des souris, chaque cerveau a été pesé puis placé dans 4 ml d’une solution de guanidine HCI1 5
M Tris 50mM afin de permettre la dénaturation des protéines. Les cerveaux ont ensuite été
broyés (Polytron) et des aliquots de 1ml ont été congelés a -80°C. Les échantillons ont été
dilués au 1/50°™ dans une solution froide de PBS 5% BSA 0.03% Tween 20 et 1’extraction
des protéines a été réalisée apres centrifugation pendant 20 minutes a 4°C. Le surnageant,
contenant les protéines, a ensuite été soigneusement décanté et conservé a 4°C le temps de la
réalisation du dosage. Le kit fournissait des plaques prétes a I’emploi, contenant des puits
dans le fond desquels des anticorps dirigés contre la partie N-terminale d’Af42 avaient
préalablement été fixés. Une gamme d’étalonnage a été effectuée en 8 points par dilution de
raison 2 d’un étalon de 1 ng/ml. 50 ul d’étalon ou de serum & différentes dilutions (1/20°™,
1/40°™ et 1/80°™), puis 50 ul d’Ac de détection (Ac de lapin dirigé contre la partie C-
terminale du peptide AP42) ont été déposés. Apres 3h d’incubation a température ambiante
sous agitation, 4 lavages ont ét¢ effectués et 100 ul d’une solution d’Ac de révélation préte a
I’emploi ont été ajoutés (Ac anti-IgG de lapin couplé a la peroxydase HRP). Aprés 30 minutes
d’incubation a température ambiante et 4 lavages, 100 ul de substrat (tetramethylbenzidine
TMB) ont été déposés. Les plaques ont été plagées a 1’abri de la lumicre. La réaction a été
arrétée 10 minutes aprés par ajout de solution Stop. La densité optique a été mesurée a 450

nm (référence a 750 nm).

11.2.2.3 Immunomarquage et analyse par cytométrie en flux

11.2.2.3.1 Phénotype des cellules lymphoides et myéloides périphériques

Des suspensions cellulaires ont été préparées a partir des différents organes
lymphoides étudiés (ganglions périphériques, rate, moelle osseuse). Aprés blocage des
récepteurs Fc (Ac 2.4G2), des immunomarquages de surface avec des Ac couplés a des
flurochromes (Ac anti-CD4, anti-CD25 et anti-CD44) ont été réalisés chez les souris Foxp3-
EGFP APPPS1+ ou APPPSI-. Dans les souris APPPS1 traitées par double injection de PC61
et leurs controles, un immunomarquage de surface anti-CD4 et anti-CD8 a été effectué sur les

cellules des ganglions cervicaux, suivi de la fixation / perméablisation des cellules et d’un
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marquage intra-nucléaire anti-Foxp3 et anti-Ki67. Les échantillons ont été analysés sur un

FACSCalibur ou un LSRII et les données ont été intrégrées grace au logiciel FlowJo.

11.2.2.3.2 Immunomarquage des phagocytes mononucléés du cerveau

Aprées anesthésie (par injection i.p. de kétamine-Xylazine a dose létale), les souris ont
été perfusées par du PBS afin d’¢liminer les cellules circulantes présentes dans les vaisseaux
irriguant le cerveau. Les cerveaux ont été collectés, découpés en petits morceaux en milieu
HBSS (Hank’s Balanced Saline Solution) puis incubés 1h a 37°C en présence de collagénase
(Img/ml) et de DNase (Img/ml). La réaction de digestion a été arrétée par ajout d’EDTA
(10mM) dans le milieu. Les cellules, ainsi libérées de la matrice extracellulaire, ont ensuite
¢té remises en suspension. Elles ont été filtrées puis lavées en PBS BSA 0.5% a plusieurs
reprises. Un gradient de Percoll (37%-70%), a ensuite permis d’isoler les cellules myéloides
et lymphoides du reste des cellules gliales et neuronales. Aprés blocage des récepteurs Fc
(2.4G2), nous avons effectué un immunomarquage (Ac anti-CD45, anti-CD11b, anti-CD1Ic,
anti-TREM2 et anti-Grl) et analysé le phénotype des cellules myéloides par cytométrie en
flux (FACS : BD LSRII, logiciel d’analyse : Flowjo).

11.2.2.4 Extraction d’ARN, RT-PCR quantitative et PCR Array

Apres sacrifice, chaque cerveau de souris a été placé dans 5 ml de Trizol puis broyé
(Polytron), aliquoté (par 1 ml) et rapidement congelé a -80°C. Aprés extraction phénol-
chloroforme, les ARN de chaque échantillon ont été purifiés sur colonne (Qiagen Mini-Kit),
quantifiés et leur intégrité a été vérifiée par migration sur gel d’agarose (présence de bandes
correspondant a la taille des ARN ribosomaux 18S et 28S). Aprés une étape de « reverse-
transcription » (RT) (RT2 First Strand Kit, SA Biosciences), les ADN complémentaires
(ADNCc) obtenus ont été dosés et répartis a raison de 200 ng/ puits dans des plaques 96 puits
(PCR Array) construites a fagons (SA Biosciences). Chacun des puits de ces plaques
contenait des amorces permettant I’amplification spécifique d’un géne. Un mélange contenant
enzyme, tampon et le fluorophore SYBR Green (composé se liant aux acides nucléiques
double brin) a été ajouté dans chaque puits. La réaction de PCR quantitative et la mesure de la

fluorescence ont été effectuées sur un Light Cycler (Abiprism 7300).
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11.2.2.5 Tests comportementaux

Le comportement des souris a été analysé grace au test du labyrinthe de Barnes. Le
labyrinthe est composé d’un plateau circulaire contenant un certain nombre de trous. Une
boite (refuge) est disposée sous un des trous. La souris, soumise a un stress auditif, explore les
différents trous du labyrinthe jusqu’a trouver la boite pour s’y cacher. Plusieurs paramétres
sont mesurés : la latence (temps mis a trouver le trou), la vitesse, la distance totale parcourue,
le nombre d’erreurs commis par la souris et la précision. Ce dernier paramétre est un score
composite prenant en compte a la fois le nombre de « mauvais » trous visités mais aussi leur
distance par rapport au trou sous lequel se trouve la boite. Le test se décompose en 2 parties :
une phase d’apprentissage (évaluant la mémoire d’acquisition) pendant laquelle la souris est
soumise 4 fois par jour pendant 4 jours a la méme expérience, la boite étant laissée au méme
endroit; et une phase de test (évaluant la mémoire de référence spatiale) ou la boite est retirée
et le comportement de la souris vis-a-vis du trou ou était préalablement disposé la boite est

mesuré.

11.2.3 Résultats

11.2.3.1 Les souris APPPS1 montrent une augmentation du recrutement

des cellules T dans le parenchyme cérébral.

I1 est maintenant bien établi que I’amylose cérébrale présente dans les modeles murins
de la MA est source d’inflammation et d’activation de I’'immunité innée. Ce qui a été moins
bien étudié, c’est si le systéme immunitaire adaptatif est lui aussi mis a contribution. Nous
avons donc recherché des signes d’activation lymphocytaire a différents stades de la maladie

in situ, dans le cerveau, ainsi que dans les organces lymphoides secondaires.

Nous avons ainsi effectué une étude comparative du recrutement de cellules T dans le
cerveau des souris APPPS1 et des souris sauvages. Les résultats indiquent que celui-ci
augmente fortement avec 1’age chez les souris APPPS1, au contraire des souris sauvages pour
lesquelles 1’augmentation reste modérée (cf figure 14). Le nombre moyen de cellules T par
coupes de cerveau au niveau du lobe temporal médian passe en effet de 15 a 40 entre 2 et 7

mois chez les souris APPPS1. Dés I’age de 2 mois, les cerveaux des souris APPPS1 semblent
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contenir une plus grande quantité de cellules T comparativement aux cerveaux des souris
sauvages. La différence est particulierement marquée a 7 mois. Ainsi le recrutement des
cellules T au niveau du parenchyme cérébral augmente de manic¢re importante relativement
tardivement, a un stade ou la neuroinflammation et la pathologie amyloide sont déja bien
développées. Parmi les cellules T recrutées au niveau cérébral on trouve une proportion
importante de T CD8+ (2/5°™) mais aussi des cellules T CD3+ non CD8+ (3/5°™) qui
comprennent probablement un fort contingent de cellules CD4+. La proportion relative de ces
populations lymphocytaires est sensiblement la méme a 4 et a 7 mois (résultats non montrés).
. Ces résultats confirment ce qui a déja été décrit chez I’Homme (Togo et al., 2002). Ils
peuvent étre le signe du développement d’une réponse immune in situ et/ou d’une

augmentation de I’immunosurveillance du SNC consécutive a la réaction neuroinflammatoire.

Nombre de cellules T dans le parenchyme cérébral
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Figure 14 : Recrutement des lymphocytes T dans le parenchyme cérébral des souris sauvages (WT) et
des souris APPPSI1 en fonction de I’age.

Immunofluorescence sur coupes de cerveaux (coupes frontales au niveau du lobe temporal médian qui contient
I’hippocampe). Marquage anti-CD3 (clone SP7) et dénombrement des cellules DAPI+ CD3+. (n= 3-5 souris

par groupe).

Afin de déterminer si le recrutement de lymphocytes T CD4+ dans le parenchyme
cérébral est associ¢ a une activation du systéme immunitaire adaptatif en périphérie, nous

avons choisi de phénotyper les cellules T CD4+ par cytométrie en flux, dans les organes
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lymphoides secondaires (ganglions et rate). Précédemment, notre article avait suggéré le
développement d’une réponse T CD4+ effectrice spontanée fortement regulée par une réponse
Treg chez les souris APPPS1. Dans le but de caractériser simultanément et aisément les
réponses T CD4+ effectrices et les cellules Tregs , 1’étude phénotypique a été réalisée sur des
souris APPPS1 Foxp3-EGFP, chez lesquelles les cellules Foxp3+ (Tregs) sont facilement
identifiables par 1’expression de la protéine fluorescente GFP. Nous avons procédé au
marquage des suspensions cellulaires des différents organes étudiés avec un mélange
contenant des Ac anti-CD4, des Ac anti-CD25 et des Ac anti-CD44

Nos résultats montrent que ni la proportion en cellules T CD4+ totales ni la
proportion de cellules Tregs parmi les cellules T CD4+ ne différent dans les organes
lymphoides des souris APPPS1 et des souris sauvages controles, quel que soit leur age (4 ou 7
mois) (données non montrées).

Chez les souris APPPS1 et chez les souris controles, les cellules T CD4+ CD44hi sont
présentes en proportion comparable dans la rate et dans les ganglions, a 4 et 7 mois.

Nous n’avons ainsi pas pu déceler de différences phénotypiques majeures sur les
populations lymphocytaires T CD4+ présentes dans les organes lymphoides secondaires des
souris APPPS1 comparativement aux souris sauvages. Une étude plus fine du phénotype des
populations de LT CD4+ présentes dans les ganglions cervicaux et au niveau cérébral

permettrait peut-étre d’apporter des éléments plus discriminants.

11.2.3.2 Impact des réponses Tregs sur la pathologie amyloide

Nous avons cherché a apprécier les conséquences de I’inactivation des cellules T
régulatrices par injection de PC61 sur la pathologie amyloide. Nous avons effectué un
marquage anti-Af sur les coupes de souris APPPS1 et quantifié 1’aire cérébrale atteinte par la
pathologie amyloide. Au cours de notre analyse, nous avons distingué ’aire corticale et I’aire
hippocampique du fait du développement séquentiel de la pathologie amyloide (atteinte du
cortex puis de I’hippocampe) dans notre modele murin.

A 4 mois, il ne semble pas y avoir de différences significatives chez les souris traitées,

par PC61, que ce soit au niveau du cortex ou de I’hippocampe (cf figure 15).
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Figure 15 : Quantification de la pathologie amyloide dans des souris APPPS1 traitées par double
injection de PBS ou d’Ac anti-CD25 (PC61). Souris agées de 4 mois. A) Exemple de coupe de cerveau
étudiée (coupe frontale du lobe temporal médian englobant la structure hippocampique, marquage des
noyaux cellulaires au DAPI, grossissement x4) et images représentatives de I’immunomarquage anti-Abeta
dans le cortex des souris traitées par double injection d’Ac anti-CD25 (PC61) ou de PBS (grossissement
x10) B) Quantification de la pathologie amyloide (Logiciel Imagel) chez les souris traitées par Ac anti-
CD25 et PBS. N=6 souris/ groupe, moyenne +/- s.e.m
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Le dosage par technique ELISA de la quantité totale d’AB42 intracérébrale a I’age de
4 mois n’a pas montré de différence significative entre les souris traitées par PC61 et celles
ayant recu du PBS, suggérant que I’inactivation des cellules Tregs n’a pas non plus d’effet sur
I’accumulation des formes monomériques ou oligomériques d’Ap a ce stade de la maladie (cf

figure 16).
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En revanche, a I’age de 8 mois, on observe chez les souris traitées par PC61 une
tendance a développer une pathologie amyloide plus prononcée (p=0.054). Cette tendance
concerne essentiellement les dépots amyloides corticaux (cf figure 17). Elle semble se
traduire essentiellement par une augmentation du nombre de plaques, car la taille moyenne de
ses dernieres ne semble pas différer entre les souris APPPSI1 traitées et non traitées (résultats

non montrés).

115



PBS PC61

ve)

Aire cérébrale totale
p=0.054

Hippocampe

81 p=0.065

6 o . 64

44 . 4 4

H = T

2-

% d'alre recouverte par des dépdts d'Abetad2

.
L}
L
% d'aire recouverte par des dépats d Abetad2
o o
1

.
% d'aire recouverte par des dépots d'Abetad 2

T T T T T T
APPPS1PBS APPPS1PC61 APPPS1PBS APPPS1PC61 APPPS1PBS APPPS1PC61

Figure 17: Quantification de la pathologie amyloide chez les souris APPPS1 traitées par
double injection de PBS ou de PC61. Souris dgées de 8 mois. A) Images représentatives de
I’immunomarquage anti-Af dans le cortex des souris traitées par double injection d’Ac anti-CD25
(PC61) ou de PBS (grossissement x10) B) Quantification de la pathologie amyloide (Logiciel
Imagel) chez les souris traitées par double injection d’Ac anti-CD25 (PC61) ou de PBS. N=6 souris/
groupe moyenne +/- s.e.m

L’inactivation précoce des cellules T régulatrices chez les souris APPPS1 semble donc
avoir un effet accélérateur sur le développement de la pathologie amyloide. Cet effet reste
toutefois modéré et tardif, puisque des différences ne sont décelables qu’a ’age de 8 mois. Il
serait intéressant de regarder si ces différences s’accentuent encore a des ages plus avanceés.

Les Tregs semblent donc ici avoir un rdle plutét bénéfique en limitant le
développement de la pathologie amyloide. Les mécanismes impliqués dans cet effet
pourraient mettre en jeu les propriétés anti-inflammatoires des cellules Tregs. En effet,

certains travaux relatent qu’une augmentation de la neuroinflammation pourrait favoriser
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I’exacerbation de la pathologie amyloide (Yamamoto et al., 2005). Nous avons donc cherché

a apprécier I’impact du traitement par Ac anti-CD25 sur la neuroinflammation.

11.2.3.3 Impact des réponses Tregs sur la neuroinflammation

Nous avons opté pour une approche large, afin de pouvoir identifier des parameétres

d’intérét, modifiés au niveau cérébral suite a la double injection d’Ac anti-CD25. Pour cela

nous avons décidé de quantifier les variations d’expression de plusieurs geénes (au niveau

ARNm) a l’aide de plaques de RT-PCR quantitatives fabriquées a facon (PCR Array, SA

Biosciences). Nous avons choisi d’étudier plus particuliérement un certain nombre de génes

impliqués dans les réponses immunitaires innées et adapatives, a savoir : des récepteurs de

I’immunité innée, des cytokines, des chimiokines, des médiateurs de 1’inflammation, des

marqueurs d’activation microgliale et des facteurs de transcription impliqués dans

I’orientation des réponses T CD4+ effectrices. Nous nous sommes aussi interessés a certains

genes impliqués dans la modulation de 1’homéostasie cérébrale, comme des facteurs

neurotrophiques ou des marqueurs de mort cellulaire (cf tableau 2).

Paramétre étudié

Inflammation

Récepteurs de I'immunité
innée
Activation microgliale et
macrophagique

Activation astrocytaire

Présence et nature des
réponses T CD4

Facteurs neurotrophiques
Mort cellulaire

Geénes dits de « Ménage »

IL-1beta, IL-6, TNFct, CCL-2
(MCP-1), CCL3 (MIP1-ct), CCLS,
(RANTES), CCL7 (MCP-3),
NOS2 (iNOS), PTGS2 (Cox2)

CD36, RAGE, CD14, TLR4, TLR2

CD40, CD80, CD86, CIITA,
CCR2, FCyR1

TGFB

CD3g, CDAOL, IL-12A, IL-12B,
IL-23A (p19), IL-27B, IFNY, IL-4,
IL-17A, 1L-21, IL-22, , IL2Ra
(CD25), IL-10, TGFf, CTLA-4
T-bet, GATA3, RORYC, Foxp3

BDNF, IGF1
Caspase 3
HPRT1, GAPDH

Tableau 2 : Liste des génes

dont ’expression intracérébrale a

été étudiée par PCR Array
(RT-PCR quantitative)
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Pour comparer les profils d’expression génique dans nos différentes souris, nous avons
utilisé la méthode des AACt. Le Ct est le cycle d’amplification de la PCR a partir duquel on
arrive a détecter la présence d’ADNc pour un gene donné, Il correspond a 1’apparition d’une
fluorescence quantifiable, émise par le SYBR Green dans le puits. Par soustraction entre le Ct
d’un geéne d’intérét et le Ct du geéne de I’HPRT (hypoxanthine guanine
phosphoribosyltransférase, geéne dit de « ménage» dont I’expression est ubiquitaire,
constitutive et peu influencée par 1’environnement), nous avons calculé des ACt. Ensuite, en
comparant les ACt des souris APPPS1 par rapport aux ACt des souris sauvages nous avons
obtenu des AACt. Ces AACt ont été transformés en facteur d’expression (« fold change », FC)
par la formule mathématique suivante : FC = 2 ®=_ L’utilisation d’un second géne de
ménage, la GAPDH, nous a permis de contrdler les résultats obtenus avec le géne de I’HPRT.

Dans un premier temps, nous avons cherché a valider notre systéme en comparant les
profils d’expression génique des souris APPPS1 agées de 3 mois a ceux des souris sauvages
de méme age. Chez les souris APPPS1, nous avons pu déceler une augmentation importante
de P’expression de genes impliqués dans la neuroinflammation : tels TNFa (facteur 2.8),
CCL2 (MCP-1, facteur 3.6), CCL3 (MIP1-a, facteur 9.5) et CCL5 (RANTES, facteur 2.9) (cf
figure 18). De méme, certains geénes dont 1I’expression est corrélée a 1’activation microgliale
sont surexprimés chez les souris APPPSI1 : la molécule de co-stimulation CD80 (facteur 2.5)
et le transactivateur du CMH de classe II (CIITA), qui permet I’expression du CMH-II a la
surface de la microglie (facteur 5.2). CCR2 est également surexprimé (facteur 5.6), ce qui,
corrélé a la surexpression de CCL2, pourrait étre le signe d’un recrutement des cellules
my¢loides périphériques dans le parenchyme cérébral. Le TGFf, cytokine régulatrice produite
en grande quantité par les astrocytes réactifs et ayant des fonctions plutot anti-inflammatoires

est aussi surexprimé chez les souris APPPS1 (facteur 2.8).
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Figure 18 : L’expression de marqueurs de la réaction neuroinflammatoire et de ID’activation
microgliale est augmentée dans le cerveau des souris APPPS1 par rapport aux souris sauvages.
Facteurs d’expression (fold change) (ARNm) des marqueurs de I’inflammation et des marqueurs d’activation
microgliale dans le parenchyme cérébral des souris APPPS1 par comparaison aux souris sauvages. PCR
Array SA Biosciences. RT PCR quantitative sur extraits totaux de cerveau. Souris dgées de 3 mois. N=2
souris/ groupe.

Les ARNm de NOS2 (iNOS, NO synthase inductible) sont présents en plus forte
quantité chez les souris APPPS1 que chez les souris sauvages (facteurs (fold change) de 7.5).
Par une expérience de RT-PCR quantitative indépendante, nous avons secondairement
constaté que NOX2 (NADPH oxydase, enzyme microgliale impliquée dans la production de
radicaux libres) était aussi surexprimée (facteur 2.1) (résultats non montrés). Il semble donc
qu’un stress oxydant important se développe chez les souris malades.

L’ensemble de nos résultats est en accord avec ceux obtenus dans différentes études
d’expression génique et/ou protéique effectuées dans d’autres modeles murins de la maladie,
ainsi que chez des patients atteints de MA.

En revanche, nous n’avons pas observé de variations au niveau de I’expression des

genes impliqués dans les réponses effectrices T CD4+. Beaucoup d’ADNc étaient
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indétectables (IFNy, T-bet, CD40L, IL-17, IL-10, etc) et d’autres a la limite de la détection
(CD3¢, IL-12, etc), suggérant que cette technique manque de sensibilité pour apprécier des
variations d’expression génique au sein de types cellulaires faiblement représentés au niveau
cérébral. Il serait toutefois intéressant de pouvoir isoler ces cellules afin de les étudier plus en
détails.

Nous n’avons pas non plus mis en évidence de différences d’expression du geéne de la
caspase 3, enzyme impliquée dans I’apoptose, ni de ceux codant les facteurs neurotrophiques
BDNF et IGF-1. Si I’expression de ces derniers apparait diminuée dans certains modeles
murins de la MA, ceci ne semble pas étre le cas dans notre modele. Il est aussi possible que
des différences d’expression génique de ces marqueurs ne soient visibles qu’a des stades plus
tardifs de la maladie chez les souris APPPSI.

L’ensemble de ces données confirme la validité de notre modele quant a 1’étude de la
réaction neuroinflammatoire et de I’activation microgliale et/ou macrophagique au cours de la
maladie.

Nous avons donc entrepris d’analyser les profils d’expression génique a 4 mois dans le
cerveau des souris APPPSI1 traitées ou non par double injection d’Ac anti-CD25. Nos
résultats ont mis en évidence la surexpression de plus d’un facteur 3 des ARNm du CCL2 et
du TNFa, deux genes fortement impliqués dans les processus inflammatoires (p<0.05, test de

Mann-Whitney) (cf figure 19).
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Figure 19 : Surexpression des ARNm de CCL2 et du TNFa dans le cerveau des souris APPPSI1 traitées
par double injection d’Ac anti-CD25 (PC61). Facteur d’expression (fold change) des ARNm de
chimiokines et cytokines proinflammatoire dans le parenchyme cérébral des souris APPPS1 traitées par double
injection de PC61 par rapport aux souris APPPS1 ayant recu une double injection de PBS. Souris agées de 4
mois. PCR Array SA Biosciences. RT PCR quantitative sur extraits totaux de cerveau. N=6 souris/ groupe.

* p<0.05 (test de Mann-Whitney (sur les ACt))

CCL2 ou MCP-1 est une chimiokine impliquée dans le recrutement des cellules
my¢loides et lymphoides de la périphérie vers le SNC. Elle semble initialement contribuer a
I’¢limination des plaques. Mais, présente en forte concentration, elle pourrait prendre part a
une réaction inflammatoire chronique et se révéler neurotoxique. La cytokine TNFa semble
aussi présenter cette dualité d’action. Il est ainsi difficile de conclure sur les conséquences de
I’augmentation d’expression du TNFa et de CCL2 aprés double injection d’Ac anti-CD25. 11
semble que I’inactivation des Tregs se traduise par une augmentation de la neuroinflammation
mais devant la dualité d’action des cytokines et des chimiokines augmentées, on ne peut
prédire si I’effet global sera bénéfique ou délétere.

Les résultats montrent aussi une tendance a I’augmentation de 1’expression des ARNm

de CCR2 (Fold Change a 2.3, p = 0.11) et de CIITA (Fold Change a 2.2, p = 0.13) chez les
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souris APPPSI traitées comparées aux souris APPPS1 non traitées. Ces données vont aussi
dans le sens d’une augmentation de la neuroinflammation au niveau cérébral puisque nous
I’avons vu, CCR2 est exprimé sur les cellules my¢loides recrutées dans le parenchyme
cérébral en cas de neuroinflammation et CIITA est un marqueur d’activation microgliale qui

permet I’expression du CMH-II sur la microglie.

La réaction neuroinflammatoire semble donc plus importante chez les souris traitées
par Ac anti-CD25 que chez les souris non traitées. Nous avons cherché a évaluer si ceci était
corrélé a des modifications du phénotype des phagocytes mononucléés présents dans le
parenchyme cérébral.

Nous n’avons pas observé de différences dans la proportion de cellules CD11b+
CD45hi (macrophages recrutés), de cellules CD11b+ CD45int (microglie résidente) ou encore
de cellules CD11c+ CD45+ (cellules dendritiques) entre les souris APPPS1 traitées et non
traitées. En revanche, il semble que la proportion de cellules CD45hi CD11b- augmente
légérement chez les souris traitées par PC61 (1.58% versus 1.24% chez les souris non
traitées). Cette population regroupe des cellules leucocytaires recrutées depuis la périphérie et
comprend probablement des lymphocytes T mais peut-€tre aussi d’autres types cellulaires
qu’il serait intéressant de phénotyper (cellules NK, etc).

TREM-2 (Microglia-associated triggering receptor expressed on myeloid cells 2) est
un récepteur fortement exprimé par la microglie a I’état basal. Son absence d’expression est
associée a une diminution des fonctions de phagocytose et une augmentation de la
transcription de cytokines pro-inflammatoires (Neumann and Takahashi, 2007). Nous n’avons
observé aucune différence d’expression de ce récepteur sur ’ensemble des cellules
CD45+CD11b+ entre les souris APPPS] traitées et non traitées (cf figure 24).

La double expression de CD11b et de Gr-1 caractérise les MDSC (myeloid derived
suppressor cell). Ces cellules, dont le nombre augmente dans les tumeurs et les tissus
inflammés constituent une population hétérogéne qui présente des propriétés
immunosuppressives marquées vis-a-vis des réponses lymphocytaires T. Nous avons cherché
a étudier D’expression de Grl sur les cellules CD11b+ CDA45hi, assimilées aux cellules
macrophagiques d’origine périphérique recrutées au niveau du SNC, et sur les cellules
CD11b+ CD45int, assimilées aux cellules microgliales résidentes. Nos résultats montrent que
la proportion des cellules macrophagiques d’origine périphérique qui expriment Gr-1 (cellules
« MDSC-like ») est moindre dans le cerveau des souris APPPS1 traitées que dans celui des

souris non traitées (cf figure 20).
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Figure 20 : La proportion de cellules myéloides CD11b+ CD45hi Grl+ est diminuée dans le parenchyme
cérébral des souris APPPS1 traitées par double injection de PC61 (Ac anti-CD25). Aprés perfusion par du
PBS afin d’éliminer les leucocytes présents dans les capillaires, les cerveaux des souris ont été digérés par de la
collogénase (Img/ml en HBSS) et de la DNase (Img/ml en HBSS) pendant 1h a 37°C. Aprés inactivation
enzymatique, les suspensions cellulaires issues des cerveaux de souris appartenant a un méme groupe
expérimental, ont été poolées. Les cellules myéloides ont ensuite été isolées sur gradient de Percoll, et
phénotypées par cytométrie en flux. Immunomarquage anti-CD45 PE-CyS5, anti-CD11b PE, anti-Grl FITC, anti-
TREM?2 APC. Pool de 5 cerveaux par conditions expérimentales.
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Ainsi, les cellules Tregs semblent capables de moduler le micro-environnement
suppresseur du SNC en modifiant la proportion et/ou le phénotype des cellules my¢éloides

recrutées dans le parenchyme cérébral depuis la périphérie.

L’ensemble de nos résultats montre que le traitement par double injection d’Ac anti-
CD2S5 chez les souris APPPS1 aggrave la pathologie amyloide et induit une augmentation de
la neuroinflammation. Parmi les propriétés immunosupressives des cellules Tregs, 1’inhibition
des réponses T CD4+ effectrices est aussi un parametre important. L’inactivation des cellules
Tregs pourrait en effet favoriser le développement de réponses T CD4+ effectrices spontanées
au cours de la maladie. Ces dernicres, selon leur nature, pourraient aussi contribuer aux effets

observés sur la pathologie amyloide et la neuroinflammation.

11.2.3.4 Impact des réponses Tregs sur les réponses T CD4+ effectrices

anti-Af spontanées

Dans un premier temps, nous avons voulu savoir si le traitement par 1’Ac anti-CD25
favorisait le recrutement des LT dans le parenchyme cérébral. Les cellules T ont ainsi été
dénombrées dans le parenchyme cérébral et leur densité / mm?2 a été calculée (cf figure 18).
Une attention particuliére a été portée au niveau de leur localisation par rapport aux plaques.

Nos résultats chez les souris agées de 4 mois confirment 1’augmentation observée
précédemment du nombre de LT / mm?2 chez les souris APPPS1 par comparaison avec les
souris sauvages (p < 0.05 (test de Mann-Whitney)) (cf figure 18B).

Le traitement par double injection d’Ac anti-CD25 (PC61) semble aussi tendre a
induire une augmentation du recrutement des cellules T dans le parenchyme cérébral
(p=0.051, test de Mann-Whitney) a 4 mois. Cet effet, bien que moins marqué, semble aussi
présent chez les souris sauvages suggérant qu’il n’est pas nécessairement spécifique d’Ap.
Dans le cerveau des souris APPPS1, les lymphocytes T ne colocalisent pas forcément dans
des zones proches des plaques ou ils auraient pu interagir avec des cellules microgliales
présentant I’Ag. Ceci semble aussi en faveur d’un recrutement de cellules T indépendamment
de leur spécificité antigénique vis-a-vis d’AP, bien qu’on ne puisse exclure que ces LT
interagissent avec des cellules microgliales ayant capté de I’ A présent localement sous forme

soluble.
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Chez les souris agées de 8 mois, ’augmentation du recrutement des LT semble avoir
persisté chez les souris sauvages mais s’est estompée et est devenue non significative chez les
souris APPPS1. L’impact des cellules Tregs sur le recrutement intracérébral de LT chez les
souris malades ne serait donc que transitoire et visible essentiellement aux stades précoces de
la pathologie. Il est probable que dans les stades avancés de la maladie, la neuroinflammation
soit tellement intense qu’elle induise un recrutement important de cellules T dans le

parenchyme cérébral, indépendamment de tout contrdle par les cellules Tregs.
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Figure 21 : Le traitement par Ac anti-CD25 favorise le recrutement intracérébral des LT chez les
souris sauvages et chez les souris APPPS1 aux stades précoces de la maladie. A : Inmunomarquage
anti-CD3 (vert) et anti-Abeta (rouge) dans le cerveau des souris APPPS1 traitées par Ac anti-CD25
(PC61) ou par PBS. Images représentatives (grossissement x40). B) Quantification de la densité de
lymphocytes T dans le parenchyme cérébral. Souris dgées de 4 mois (panel gauche) et de 8 mois (panel
droit). N=6 souris/groupe, moyenne +/- s.e.m. ** p <0.01 (test de Mann-Whitney)
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Ces premiers résultats semblent suggérer que les cellules Tregs contribuent & moduler
le recrutement intracérébral de LT. Ils pourraient ainsi jouer un role clé dans la régulation de

I’immunosurveillance locale.

Nous avons secondairement cherché a déterminer si le traitement par Ac anti-CD25
permettait de démasquer une réponse T CD4+ anti-AP spontanée en périphérie. Des
expériences préliminaires, effectuées sur les LT CD4+ de la rate de souris APPPS1 agées de 8
mois n’ont pas permis de mettre en évidence une réponse proliférative dirigée contre Af
(résultats non montrés). Il est toutefois concevable qu’a 8 mois, les souris traitées aient eu le
temps de développer et/ou de restaurer une réponse Treg spécifique d’Af, car I'effet du
traitement par double injection de PC61 a 5 et 9 semaines n’est que transitoire. Cette réponse
pourrait masquer les réponses effectrices anti-Af} spontanées. Des expériences
complémentaires sont donc en cours sur des souris APPPS1 agées de 4 mois traitées par PC61
chez lesquelles les propriétés immunosuppressives des cellules Tregs devraient encore étre

amoindries.

11.2.3.5 Impact des réponses Tregs sur les fonctions cognitives

L’impact de I’inactivation des cellules Tregs sur les fonctions cognitives des souris
APPPSI1 a été analysé a 1’aide du test du labyrinthe de Barnes (Barnes Maze).

L’inactivation des cellules Tregs semblant aggraver la pathologie amyloide et la
neuroinflammation, nous avons cherché¢ a déterminer si cet effet était associé a une
augmentation et/ou une apparition plus précoce des déficits cognitifs chez les souris APPPS]1.
Les fonctions cognitives des souris ont ainsi été évaluées a 2 temps différents. Les premiers
tests ont ét¢ effectués a 1’dge de 7 mois, soit un peu plus précocement que 1’age auquel
apparaissent les premiers troubles cognitifs dans le modele APPPS1. La seconde série de tests
a été effectuée a I’age de 9 mois, age auquel les déficits cognitifs sont déja bien établis chez
les souris malades.

A 7 mois, au cours de la phase d’apprentissage, des différences significatives
apparaissent entre le comportement des souris APPPS1 et des souris sauvages, mais aussi
entre le comportement des souris APPPS1 traitées et des souris APPPSI non traitées (cf
figure 25). En effet, les souris APPPS1 (traitées ou non traitées) ont un temps de latence plus

important avant de trouver le trou leur permettant d’échapper au stress auditif que les souris
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sauvages. Ceci s’explique probablement par le fait qu’elles vont moins vite que ces dernieres.
Mais les souris APPPPSI non traitées ne se comportent pas différemment des souris sauvages
en terme de nombre d’erreurs et en terme de précision. Par contre les souris APPPS1 traitées
font plus d’erreurs et sont moins précises que les souris sauvages et que les souris APPPSI
non traitées (ANOV A unidirectionnelle avec mesures répétées, p<0.05) (cf figure 22A).

En revanche, la phase de « probe test » ne montre pas de différences significatives
entre les souris (cf figure 22B).

Ainsi I’inactivation des cellules Tregs chez les souris APPPS1 semble accélérer
I’apparition des troubles de la mémoire d’acquisition, décelables deés 7 mois chez les animaux
traités alors qu’ils sont indétectables au méme age chez les souris non traitées. En revanche,
I’inactivation des cellules Tregs ne parait pas avoir d’impact significatif sur la mémoire de

référence spatiale a cet age.

A 9 mois, deux groupes de souris semblent s’individualiser de maniére plus distincte
que ce soit au niveau de la phase d’apprentissage ou de la phase de test. Les souris sauvages,
qu’elles soient ou non traitées, consituent I’un de ses groupes. Les souris APPPS1 composent
I’autre groupe. Ces dernieres font plus d’erreurs et sont moins précises que le groupe des
souris sauvages. Le traitement n’a aucun effet (cf figure 23). A 9 mois, la pathologie a donc
pris le pas sur I’effet du traitement.

L’inactivation des cellules Tregs semble donc induire une altération plus précoce de la

mémoire d’acquisition mais ne parait pas aggraver I’intensité des déficits cognitifs.
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Figure 22 : Les souris APPPS1 traitées par double injection d’Ac anti-CD25 (PC61) montrent une altération
de la mémoire d’acquisition a 7 mois. Labyrinthe de Barnes. Souris d4gées de 7 mois. A) Phase d’apprentissage.
Moyennes +/- s.e.m, 6 souris par groupe * p<0.05 (ANOVA unidirectionnelle avec mesures répétées). B) Phase de
test (probe-test) Moyennes +/- s.e.m, 6 souris par groupe
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Figure 23 : A 9 mois, les souris APPPS1 traitées par double injection d’Ac anti-CD25 développent une
altération de la mémoire d’acquisition et une altération de la mémoire de référence spatiale
comparables aux souris APPPS1 ayant recu du PBS. Labyrinthe de Barnes. Souris dgées de 9 mois. A)
Phase d’apprentissage. Moyennes +/- s.e.m, 6 souris par groupe B) Phase de test (probe test) Moyennes +/-
s.e.m, 6 souris par groupe * p<0.05 (test de Student).
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I1.2.4 Discussion et perspectives

L’ensemble de nos résultats montre que I’inactivation des cellules Tregs induit une
aggravation de la pathologie amyloide, une augmentation de la neuroinflammation, et une
accélération de I’apparition des troubles de la mémoire d’acquisition chez les souris APPPSI.

La réaction neuroinflammatoire exacerbée induite par 1’inactivation des cellules Tregs
semblent étre au cceur de 1’aggravation des processus physiopathologiques observée. En
¢tudiant I’expression de différents geénes impliqués dans la réaction neuroinflammatoire au
niveau cérébral, nous avons mis en évidence une surexpression de CCL2 dans le cerveau des
souris APPPSI1 traitées. Cette chimiokine peut étre secrétée par les cellules gliales (microglie
et astrocytes) et par les neurones. Plusieurs travaux ont montré son importance dans des
modeles murins de la MA : les souris CCR2-KO développent une pathologie amyloide
exacerbée et des troubles cognitifs plus séveres que les souris sauvages (El Khoury et al.,
2007), (Naert and Rivest, 2011). Le recrutement de cellules myéloides CCR2+ issues de la
périphérie et/ou de ’espace périvasculaire dans le parenchyme cérébral pourrait en effet
permettre, grace a la phagocytose des fibrilles d’AB, de limiter le développement de la
pathologie amyloide. Les troubles cognitifs s’en trouveraient aussi diminués. Mais CCL2 peut
aussi, en forte concentration, induire un état d’activation inappropriée de la microglie avec
perte de ses fonctions phagocytaires et augmentation de sa capacité a produire des médiateurs
neurotoxiques (Yamamoto et al., 2005). CCL2 pourrait également, en favorisant I’endocytose
d’AP par la microglie, induire 1’oligomérisation intracellulaire du peptide suivie de sa
sécrétion et concourir ainsi a une aggravation de la pathologie (Kiyota et al., 2010).

Le geéne du TNFa est aussi surexprimé dans les souris APPPSI1 traitées par PC61. Des
¢tudes de souris déficientes en TNF-RI et TNF-RII (récepteurs du TNFa ) chez lesquelles une
augmentation de la pathologie amyloide est observée (Montgomery et al., 2011) suggérent
que le TNFa peut avoir un rdle protecteur dans la pathologie. Mais bloquer son action de
maniére chronique a I’aide d’inhibiteurs permet de réduire la pathologie amyloide dans un
modele murin de la maladie (McAlpine et al., 2009).

Ainsi, malgré un effet initial bénéfique, ces deux molécules pro-inflammatoires,
produites en quantit¢ importante et de manieére chronique, pourraient devenir néfastes et
participer a I’aggravation de 1’amylose cérébrale. C’est effectivement ce que suggérent nos

résultats dans les souris APPPSI traitées car I’augmentation de I’expression de CCL2 et de
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TNFa est associée a une augmentation de la pathologie amyloide. Il est aussi intéressant de
souligner que I’inflammation au niveau cérébral pourrait étre un facteur aggravateur, voire
initiateur de la phosphorylation et de 1’agrégation de Tau, comme cela a été suggéré dans un
modele d’EAE  (Schneider et al.,, 2004). Il est ainsi probable que I’action anti-
neuroinflammatoire des Tregs ait aussi des conséquences sur la pathologie Tau.

Ces résultats mériteraient cependant d’étre confirmés au niveau protéique car nos
données se fondent pour le moment uniquement sur des variations d’expression génique au
niveau ARNm. Des immunomarquages anti-Ibal et anti-GFAP seront aussi nécessaires pour
apprécier les relations entre cet environnement proinflammatoire et 1’état d’activation des
cellules gliales. L’identification de la ou des cellule(s) hyperproductrice(s) de ces cytokines
pourra permettre une meilleure compréhension des mécanismes mis en jeu.

Dans ce contexte, nous nous sommes aussi intéressés au phénotype des cellules
CDI11b+ CD45hi présentes dans le parenchyme cérébral a 1’age de 4 mois (cellules de la
lignée macrophagique, vraisemblablement recrutées depuis la périphérie et/ ou l’espace
périvasculaire). Un pourcentage plus faible de ces cellules exprime la molécule Grl chez les
souris APPPSI1 traitées par rapport aux souris APPPS1 non traitées (36% versus 46%). Les
Tregs pourraient ainsi moduler de maniére directe ou indirecte le phénotype et les fonctions
de ces cellules de type « MDSC » en agissant in situ, ou en périphérie avant qu’elles ne soient
recrutées dans le parenchyme cérébral. Par ce biais, les Tregs pourraient contrdler 1’état
inflammatoire du cerveau. L’effet observé de ’inactivation des Tregs sur la proportion de
MDSCs pourrait aussi €tre 1li¢é a 1’augmentation de la production de médiateurs
proinflammatoires localement.

Des données complémentaires obtenues au laboratoire montrent que dans les
ganglions cervicaux, Gr-1 est peu fréquemment exprimé par les cellules CD11b+ (moins de
2% des cellules I’expriment). Il ne semble pas y avoir de différence d’expression de ce
marqueur entre les souris APPPSI traitées et non traitées. L’état inflammatoire périphérique
apprécié par le taux de TNFau circulant est comparable entre les souris APPPS1 traitées et
non traitées a 4 et 7 mois (résultats non montrés). L’inactivation des cellules Tregs ne semble
donc pas avoir d’impact majeur ni sur la proportion de MDSCs parmi les cellules CD11b+
des ganglions cervicaux, ni sur la quantité de médiateurs solubles de I’inflammation présents
en périphérie. Elle pourrait cependant avoir des conséquences sur d’autres types cellulaires,
comme les macrophages localisés au niveau méningé ou au niveau des espaces
périvasculaires, ainsi que sur le taux d’autres médiateurs solubles de I’inflammation qu’il

reste encore a identifier.
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Nos données montrent aussi que la double injection d’Ac anti-CD25 induit un
recrutement plus important de cellules T dans le parenchyme cérébral des souris APPPSI et
des souris sauvages agées de 4 mois. Cet effet releve probablement d’un mécanisme général
de perte de la régulation de I’entrée des cellules dans le SNC suite a 1’inactivation des cellules
Tregs. Il a en effet été suggéré que les Tregs pouvaient avoir une influence sur la circulation
des cellules T effectrices dans 1’organisme, et notamment sur [’entrée de cellules
potentiellement auto-aggressives dans certains tissus (Schneider et al., 2004). Il est possible
que, malgré ses particularités (barrieres), cela soit également le cas pour le tissu cérébral.
Nous avons par ailleurs pu constater qu’au méme age, dans les ganglions cervicaux des souris
traitées, prés de 5% des cellules T CD4+ et 4 % des cellules T CD8+ exprimaient le marqueur
de prolifération Ki67 comparé a seulement 2,3 et 2,5 % respectivement dans les ganglions des
souris non traitées (résultats non montrés). Ces pourcentages, similaires chez les souris
APPPSI1 et chez les souris sauvages, témoignent aussi en faveur d’une fonction générale de
régulation de I’homéostasie des réponses adaptatives par les Tregs. Ces derniers pourraient
donc agir a la fois sur la capacité proliférative des cellules T effectrices dans les organes
lymphoides secondaires et sur leur circulation dans les tissus.

A 8 mois, le recrutement de cellules T dans le parenchyme cérébral a augmenté chez
les souris APPPS1 comparativement aux souris agées de 4 mois, mais 1’effet du traitement par
Ac anti-CD25 a disparu. Ceci pourrait s’expliquer par un état d’inflammation tellement
intense dans le cerveau des souris APPPS1 agées de 8 mois que le recrutement des
lymphocytes dans le parenchyme cérébral ne serait plus contrdlé par les cellules Tregs.
L’étude précise du phénotype des cellules T recrutées dans le cerveau des souris APPPSI
pourrait apporter des ¢éléments supplémentaires concernant leur nature et leur état
d’activation. La question de la spécificité de ces cellules restent aussi enticre : I’augmentation
du recrutement pourrait étre le témoin du développement d’une réponse immune adaptative
dirigée contre un (ou des) Ag cérébral (aux), ou juste dii a une augmentation de
I’immunosurveillance locale.

Nous n’avons pas réussi a mettre en évidence de réponse proliférative T CD4+ dirigée
contre AP42 dans la rate des souris APPPS1 agées de 8 mois. Ces données ne sont toutefois
pas complétement contradictoires avec les résultats que nous avions précédemment obtenus
dans un contexte de vaccination chez les souris APPPS1. Rappelons effectivement qu’une
réponse Treg forte semblait « museler » une réponse effectrice spontanée. Il peut ainsi
aisément se concevoir que cela génere des difficultés a la mettre en évidence. Il serait

intéressant de réitérer ce test de prolifération en optimisant les conditions de stimulation
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(plusieurs restimulations, ajout d’IL-2 dans le milieu de culture, etc) afin de permettre la
détection de faible quantité¢ de LT CD4+ effecteurs.

Parallelement a ces expériences de prolifération, nous nous sommes intéressés a
I’expression du marqueur de prolifération Ki67 dans les cellules T CD4+ Foxp3+ et Foxp3-
des ganglions cervicaux des souris APPPS1 et des souris sauvages. Nous n’avons pas non
plus pu mettre en évidence de différences significatives d’expression de ce marqueur entre ces
souris, ni a 4 mois ni a 8 mois. Mais la encore, les limites de sensibilité de ce test ne
permettent pas d’affirmer I’absence de réponse T CD4+ + effectrice chez ces souris.

Dans la littérature, les données concernant le développement de réponses adaptatives
spontanées anti-Af} sont assez peu documentées. A notre connaissance, aucun travail n’a
vraiment étudi¢ le sujet dans les modéles murins de MA. Chez I’Homme, des réponses T
CD4+ anti-Ap semblent exister a la fois chez les patients atteints de MA et chez les sujets
agés non malades (Monsonego et al., 2003). Pour certains auteurs, les réponses T anti-Af}
paraissent étre augmentées chez les patients (Lanuti et al., 2012), pour d’autres elles seraient
diminuées (Trieb et al., 1996). La question de DI’impact de ces réponses dans la
physiopathologie de la maladie reste donc entiere et des explorations plus approfondies sur le
sujet sont actuellement en cours dans notre laboratoire, a la fois chez ’'Homme et chez la
souris.

Les effets constatés au niveau biologique chez les souris APPPS1 traitées se traduisent
cliniquement par des altérations plus précoces des fonctions cognitives au niveau de la
mémoire d’acquisition. Ces souris font en effet plus d’erreurs et sont moins précises que les
souris APPPS1 non traitées a 1’age de 7 mois. Cet effet s’estompe a 9 mois, probablement
parce que chez les souris non traitées, I’effet neuroprotecteur et anti-inflammatoire des Tregs
devient inefficace face aux processus physiopathologiques qui continuent de progresser.

Une collaboration avec le Dr C Rovira dans 1’équipe du Pr J Mariani nous a permis de
nous intéresser aux modifications de 1’¢électrophysiologie de I’hippocampe, reflet de la
plasticité synaptique, chez les souris APPPSI et sauvages, traitées et non traitées. Peu de
données existent a I’heure actuelle dans le modéle murin que nous utilisons ; seule une étude
de la LTP in vivo semble montrer des déficits de LTP au niveau de la région CA1l (Corne
D’Ammon) de I’hippocampe chez les souris APPPS1 a I’4ge de 8 mois (Gengler et al., 2010).
Nous avons donc entrepris d’explorer I’électrophysiologie de 1’hippocampe au méme age,

toujours dans le CA1, mais cette fois in vitro, sur des tranches de cerveau.
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Les résultats ne montrent pas de différence significative entre les souris APPPS]1 et les
souris sauvages en terme de LTP précoce. Au niveau de la PPF (paired pulse facilitation), qui
permet d’évaluer D’activité pré-synaptique (libération de neurotransmetteurs), 1’analyse
statistique montre une tendance (p=0.06) a son augmentation chez les souris APPPS1 traitées
comparées aux souris APPPS1 non traitées et aux souris sauvages (résultats non montrés).
Ces résultats ne vont pas dans le sens de ceux obtenus au méme age a la fois en terme de LTP
in vivo et en terme de déficits cognitifs, mais il faut ici rappeler que nous travaillons sur des
tranches de cerveau et que les différences peuvent étre marquées entre ce qui est observé in
vitro et in vivo.

Dans le cadre de la LTP in vivo pratiquée dans ce méme modele de souris, une
augmentation transitoire de la PPF avait aussi été observée, mais a I’age de 6 mois. La PPF se
normalisait ensuite a 8 mois avant de diminuer & 15 mois. La LTP ne commencait a diminuer
qu’a partir de 8 mois. Cette augmentation transitoire de la PPF pourrait refléter le
développement de mécanismes compensateurs pour permettre de conserver un certain niveau
d’activité neuronale chez les souris. Les analyses de 1’¢électrophysiologie de I’hippocampe in
vitro ont probablement été effectuées trop précocement. Il serait donc intéressant de réitérer
cette expérience a un age plus tardif quand la pathologie amyloide sera bien installée au
niveau de I’hippocampe. On pourra alors a ce moment-la espérer voir les mécanismes
compensateurs s’estomper et des différences apparaitre au niveau de la LTP in vitro entre les
souris APPPSI et les souris sauvages.

Il faudra donc attendre les résultats des nouvelles expériences a un age plus tardif
pour pouvoir interpréter les données électrophysiologiques dans notre modele expérimental

dans leur intégralité.

En conclusion, I’ensemble de nos données tend a montrer que les Tregs auraient un
effet neuroprotecteur au cours de la MA. Ceci rejoint les conclusions d’autres auteurs qui ont
pu montrer un role bénéfique de cette population lymphocytaire dans la SLA ou la MP (Beers
et al., 2011), (Reynolds et al., 2007). La aussi, I’effet observé ne semble pas étre spécifique
d’un Ag particulier mais reléve probablement de fonctions régulatrices « générales » des
Tregs. L’action anti-neuroinflammatoire des Tregs joue vraisemblablement un role aux stades
précoces de la pathologie. Mais elle pourrait n’étre que transitoire car vite « noyée » devant la
quantité de médiateurs pro-inflammatoires produits par les cellules gliales au fur et a mesure
que la pathologie amyloide évolue. Cet effet parait cependant suffisant pour permettre de

retarder la survenue des troubles cognitifs. Les mécanismes précis de cette activité anti-
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neuroinflammatoire restent encore a préciser : il semble que les Tregs soient capables de
moduler le phénotype des cellules myéloides recrutées au niveau du SNC. Ils auraient aussi
un role dans le contrdle de ’entrée des lymphocytes dans le tissu cérébral. Mais exercent-ils
des propriétés neuroprotectrices par d’autres mécanismes? Ils pourraient aussi agir
directement par la secrétion de médiateurs solubles comme 1’IL-10, ou encore sur les
processus de neurogénése. Nous n’avons pas mis en évidence de différence d’expression
génique du BDNF chez les souris APPPSI1 traitées, mais une étude plus précise des
précurseurs neuronaux localisés au niveau du gyrus denté devrait permettre d’apporter des
¢léments de réponse supplémentaires sur ce sujet.

L’ensemble de nos données positionne donc les Tregs comme des cellules ayant des
fonctions  neuroprotectrices  importantes permettant de controler la  réaction
neuroinflammatoire et I’amylose cérébrale dans un modele murin de MA. Nos travaux
suggerent ainsi le potentiel thérapeutique de stratégies innovantes d’immunothérapie basées

sur la manipulation des réponses Tregs chez les patients atteints de MA.
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DISCUSSION GENERALE
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Les objectifs de mon travail étaient doubles: d’une part étudier ’influence des
facteurs génétiques sur I’amplitude de la réponse vaccinale et d’autre part analyser 1’impact
des réponses T CD4+ sur la physiopathologie de la maladie. Nous commencerons par discuter
les résultats impliquant le réle des LT CD4+ dans la physiopathologie de la maladie avant de

revenir sur les perspectives d’optimisation de I’immunothérapie dans la MA.

Au préalable, il convient d’avoir un regard critique sur les limites du modele murin
que nous avons utilisé. Chaque modele murin a en effet des spécificités qui font qu’il peut se
comporter différemment face a un traitement. Il parait donc important de confirmer des
résultats dans au moins 2 modéles différents. Celui que nous avons utilisé est un modele
double transgenique trés agressif de la maladie. La mutation PS/ L166P favorise une forte
production de peptides AP42 aux dépens de la forme de 40 acides aminés. En conséquence,
les plaques qui se forment seraient particulierement compactes et condensées et relativement
résistantes aux effets de la vaccination (Nemirovsky et al., 2012). Il est ainsi possible qu’il
soit particulierement difficile de mettre en évidence des effets thérapeutiques sur la pathologie
amyloide dans ce modele murin.

Par ailleurs, la mutation sur le géne de la PS1 peut avoir une influence sur de
nombreux systeémes. En effet, la PS1 est une enzyme du complexe gamma-secrétase, qui
posséde plusieurs substrats, dont Notch, impliqué dans les processus de décision concernant le
devenir des cellules. Méme si le transgeéne de la PS1 mutée n’est exprimé que dans le SNC, il
peut avoir des conséquences sur I’homéostasie cérébrale.

Il serait donc utile de confirmer nos résultats dans un modele simple transgénique,
comme la souris APP23 ou Tg2576, afin de s’assurer que la mutation sur la PS1 n’induit pas
de biais dans nos résultats. L’utilisation de ce second modele pourrait méme faciliter
I’interprétation de certains résultats, notamment ceux issus des expériences
d’¢électrophysiologie de I’hippocampe, pour lesquels il est établi que la PS1 mutée a un impact
indépendamment de la pathologie amyloide (Auffret et al., 2010). L utilisation d’un modele
simple transgénique, qui développe une pathologie amyloide plus lente avec des plaques
moins compactes, devrait aussi permettre de mettre plus facilement en évidence de potentiels

effets thérapeutiques sur la pathologie amyloide.
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Notre modéle murin exprime ses transgeénes sous le controle d’un promoteur de type
Thy-1. L’expression du géne codant Thy-1 est régulée différemment chez la souris selon les
tissus. Il est essentiellement exprimé dans le SNC et le thymus. Ainsi on pouvait craindre une
expression des transgeénes, et notamment de la PS1 mutée, au niveau des lymphocytes.
L’expression de Thy-1 dans les thymocytes est conditionnée par la présence d’un enhancer

3 eme

spécifique situ¢ dans le intron du gene. L’expression dans les neurones implique par
contre des éléments situés dans la seconde partie du 1* intron (Vidal et al., 1990). Ainsi par le
biais de manipulation génétique le promoteur utilis¢é dans nos souris permettrait une
expression spécifique dans le SNC (Caroni, 1997). La souris « Brainbow » développée par
Jean Livet utilise le méme promoteur Thy-1 que celui utilis¢ dans nos souris APPPS1. Chez
cette souris, par le biais d’un mécanisme assez complexe de recombinaisons de type Cre/Lox,
les cellules porteuses du transgeéne expriment une ou plusieurs protéines fluorescentes et
prennent donc différentes couleurs (Livet et al., 2007). Les lymphocytes ne sont pas
fluorescents, ce qui confirme que le promoteur utilis¢é ne permet pas d’expression des
transgenes dans ces cellules (communication personnelle). Nos résultats en termes de réponse

vaccinale anti-OVA et de phénotypes lymphocytaires sont aussi rassurants sur les capacités

fonctionnelles des LT présents dans les souris APPPS]1.

Dans les objectifs de mon travail, a propos de I’étude du role des LT CD4+ dans la
physiopathologie de la maladie, nous avions évoqué trois types d’interactions possibles entre
le systéme immunitaire adaptatif et la maladie d’Alzheimer.

La premiere s’appuyait sur I’hypothése qu’un systéme immunitaire sénescent pouvait
favoriser le développement de I’amylose cérébrale. Nous n’avons pas pu étudier cette
hypothése car le modéle murin que nous avons utilis¢ est un modele agressif, qui développe
une pathologie amyloide trés tot, alors que le systéme immunitaire des souris n’est pas encore
touché par I'immunosénescence. Il serait intéressant d’étudier tout de méme I’impact de
I’immunosénescence sur la physiopathologie de la maladie. La génération de chiméres
hématopoiétiques avec des moelles osseuses de souris jeunes et de souris dgées ou des
expériences de parabiose pourraient étre des moyens de répondre a ces questions.

La seconde interaction évoquée impliquait que la pathologie amyloide pouvait avoir
une influence sur la réponse T CD4+ anti-Af. Nous n’avons pour le moment pas réussi a
démontrer de maniére claire I’existence d’une réponse T CD4+ anti-Af} spontanée dans notre
modele murin, méme si plusieurs arguments suggerent son existence (réponses vaccinales

augmentées apres inactivation des Tregs, etc). Le projet de notre équipe est de développer une
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souris transgénique (Tg) pour un TCR dirigé contre un épitope T CD4+ d’AP restreint par le
CMH-II. Tous les lymphocytes T CD4+ de cette souris seront donc spécifiques d’un épitope
unique d’Af. Par des expériences de transfert adoptif de quantités physiologiques de cellules
naives TCR-Tg avant la formation des premiers dépots amyloides chez les souris APPPSI,
nous pourrons étudier de manicre trés précise et trés sensible la présence et la nature des
réponses T CD4+ spécifiques d’AP qui se développent spontanément au cours de la maladie.
Le statut d’activation, la différenciation fonctionnelle (Th1l, Th2, Th17, iTreg) ainsi que la
localisation et la prolifération in vivo des cellules Tg pourront aussi étre aisément analysés par
cytométrie de flux.

Il faut ici rappeler que jusqu’alors, aucune ¢tude ne s’était intéressée a étudier les
aspects fonctionnels du sytétme immunitaire adaptatif dans des modéles murins de la MA.
Chez ’Homme, nous I’avons vu, les données sont assez contradictoires. Quasiment toutes les
¢tudes semblent indiquer la présence d’une réponse T CD4+ anti-Aff et d’une réponse Ac
chez les patients. Mais elles ne s’accordent pas sur les différences d’intensité de ces réponses
lorsqu’on les compare avec celles présentes chez des sujets sains de méme age. Elles
paraissent tantot plus fortes, tantdt au contraire plus faibles, probablement a cause de la
grande diversité de techniques différentes utilisées dans ces travaux. Ceci nous laisse a penser
que si différences il y a, elles doivent étre trés faibles.

Cette conclusion n’est pas surprenante si I’on se remémore les premiéres expériences
de Medawar, qui montraient que le systéme immunitaire adaptatif était capable de réagir en ne
rejetant un greffon au niveau cérébral que s’il avait été préalablement « sensibilisé » en
périphérie. C’est le cas dans la plupart des infections a tropisme cérébral, parce qu’elles
passent d’abord par une phase périphérique. Mais dans les maladies neurodégénératives telle
que la MA, les 1ésions cérébrales se développent « in situ ». Le systéme immunitaire adaptatif
n’est donc pas dans les conditions optimales pour qu’une réponse systémique puisse étre
initiée, malgré ’existence de systemes de drainage du SNC vers des organes lymphoides
secondaires. C’est donc essentiellement le systtme immunitaire inné qui est mis a
contribution dans ces pathologies, réagissant probablement méme de maniére exacerbée.

De plus, dans ces maladies les lésions sont constituées par des protéines du soi
modifiées ; les mécanismes de tolérance sont donc probablement trés importants. C’est
effectivement ce que suggerent nos résultats chez la souris. Il est cependant difficile
d’extrapoler ces données a I’Homme et ceci pour plusieurs raisons : d’abord nous sommes

dans un systéme « inbred » et nous avons vu que le fond génétique C57BL/6 développait des
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mécanismes de tolérance relativement important vis-a-vis d’Af. Peut-étre que I’étude de
souris SJL/J APPPS1 donnerait de tout autres résultats. Ensuite, il faut le rappeler, les
modeles murins sont essentiellement des modeles d’amylose cérébrale. Le transgeéne est
exprimé uniquement au niveau du SNC alors que chez I’Homme, Af peut étre produit par de
nombreuses autres cellules de I’organisme, comme les plaquettes, et donc se retrouver en plus
grande quantité sous forme circulante.

Le troisiéme type d’interactions évoqué dans la partie « objectifs » de cette these,
avangait I’idée que les LT CD4+ pourraient avoir des fonctions de maintien de I’homéostasie
cérébrale a travers des mécanismes indépendants de leur spécificité antigénique vis-a-vis d’
AB.

Nos travaux montrent un role bénéfique des Tregs sur la pathologie amyloide et sur les
fonctions cognitives. Ces résultats rejoignent ce qui a déja été décrit dans d’autres maladies
neurodégénératives comme la MP et la SLA. Ils positionnent les Tregs comme des cellules
importantes dans I’homéostasie cérébrale de par leurs fonctions anti-inflammatoires et peut-
étre a travers d’autres mécanismes d’action qui restent encore a préciser. Ces données,
obtenues aprés administration a deux reprises d’Ac anti-CD25, mériteraient cependant d’étre
confirmées dans un mode¢le de souris ou I’inactivation des Tregs pourra étre induite plus
spécifiquement, en ciblant le facteur de transcription Foxp3, comme chez les souris DEREG
ou Foxp3-DTR. L’utilisation de ces souris permettra aussi d’apprécier les fonctions des Tregs
a divers stades de la pathologie. Nos résultats mettent en évidence un rdle de ces cellules aux
stades précoces. Qu’en sera-t-il si les Tregs sont inactivés a des stades plus tardifs, au moment
ou la neuroinflammation est déja intense ?

L’ensemble de nos données ne s’inscrit pas, a premiere vue, dans le concept d’ « auto-
immunité protectrice » développé par M Schwartz et J Kipnis. En effet, bien que
I’administration d’Ac anti-CD25 entraine une augmentation du recrutement de cellules T dans
le parenchyme, 1’effet global observé n’est pas neuroprotecteur, et les fonctions cognitives ne
sont pas améliorées, au contraire. Il est toutefois possible que I’inactivation des cellules Tregs
ait une influence sur la polarisation des cellules T CD4+ mémoires recrutées dans les espaces
méningés. Ces cellules ont en effet été décrites comme ayant des fonctions-clés dans
I’homéostasie cérébrale et dans le concept d’auto-immunité protectrice (Derecki et al., 2010).

Par ailleurs, il faut peut-étre différencier les situations ou le SNC subit une agression sur
un mode aigu - comme dans les accidents vasculaires cérébraux, les modeles d’axotomie ou

les modeles de 1ésions du nerf optique - ou la réponse Treg peut s’avérer délétére car
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inhibitrice d’une réponse effectrice bénéfique, et les modeles de neuroinflammation chronique
- comme les maladies neurodégénératives - ou les Tregs ont cette fois une action anti-
inflammatoire protectrice. La tremblante expérimentale murine (maladie a prion) semble faire
défaut a cette régle. Les données de notre laboratoire montrent en effet un role plutdt délétere
des Tregs dans cette maladie. Mais la physiopathologie de la tremblante est tres différente de
celles des autres maladies neurodégénératives comme la MA, la MP ou la SLA puisqu’elle
implique un agent pathogéne et une phase de dissémination lymphoide périphérique avant que
le SNC ne soit atteint. Il est ainsi concevable que 1’action des Tregs en périphérie favorise
I’invasion du SNC par le prion (Sacquin et al., 2008).

Suite a nos résultats, nous avons entrepris des expériences de transfert de Treg afin
d’observer I’effet que pourrait avoir, non plus I’inactivation mais I’augmentation des cellules
Tregs. Nous avons fait le choix de comparer les effets du transfert i.v. de 100 000 cellules
Tregs (CD4+ CD25hi) issues de souris APPPS1 agées de 9 mois avec ceux du transfert de la
méme quantité de Tregs mais issues de souris sauvages du méme age. Dans les Tregs issus
des souris APPPSI1, la proportion et/ou ’activité suppressive des cellules Tregs vis-a-vis
d’AP pourrait étre augmentée, comparativement aux Tregs issues des souris sauvages . La
seule différence significative observée entre les souris dans lesquelles des cellules Tregs ont
¢été transférés et les souris contrdles (PBS) est la diminution d’un facteur 2 de 1’expression de
NOX2 (NADPH oxydase microgliale impliquée dans le stress oxydant). Cette différence est
retrouvée a la fois avec les Tregs issus de souris APPPS1 et avec les Tregs issus de souris
sauvages.

Ces résultats mériteraient toutefois d’étre confirmés. Nous avions certes constaté que
NOX2 était surexprimé (ARNm) chez les souris APPPS1 comparativement aux souris
sauvages. Mais nous n’avions pas identifi¢ d’augmentation supplémentaire de I’expression de
NOX2 chez les souris dont les Tregs avaient été inactivés. Ceci pourrait toutefois étre le signe
d’un contréle du stress oxydant par les cellules de 'immunité. L’effet du transfert de Tregs
serait ici bénéfique car NOX2, en entrainant la surproduction de radicaux libres par la
microglie, joue assurément un role délétére dans la MA (Zekry et al., 2003).

Ces expériences de transfert de Tregs présentent toutefois le risque d’étre biaisées car
nous ne contrdlons pas le degré de méthylation du locus Foxp3 des cellules transférées. Nous
avons trié¢ les cellules Tregs sur leur expression élevée du marqueur CD25. Il est fort
probable, d’une part que I’expression du marqueur Foxp3 dans les Tregs prélevés soit instable
dans certaines cellules, et d’autre part que dans le lot de cellules transférées il y ait eu des

cellules T CD4+ effectrice activées.
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Devant ce risque de biais, nous avons choisi de mener en paralléle une autre stratégie,
visant elle aussi a augmenter la réponse Treg : I’administration réguliére de faibles doses
d’IL-2. Ce traitement a en effet montré dans une étude clinique, qu’il limitait les risques de
réaction du greffon contre I’hdte par un mécanisme impliquant 1’augmentation de 1I’expansion
des cellules Tregs (Koreth et al., 2011). On peut ainsi supposer que dans notre mod¢le,
favoriser naturellement le développement de réponses Tregs pourra avoir un effet anti-

neuroinflammatoire et permettra de ralentir la maladie.

Parallélement a nos études chez des souris dans lesquelles les réponses Tregs avaient
été inactivées, nous avons entrepris des croisements entre des souris APPPS1 et des souris
CD3e KO (Malissen et al., 1995). Ces croisements nous ont permis d’obtenir des souris
malades dépourvues de LT. Des résultats préliminaires sur la quantification de 1I’expression
d’un certain nombre de genes dans le SNC semblent indiquer que les souris APPPS1 CD3 KO
exprimeraient plus fortement la cytokine TNFoa et la chimiokine CCL2 que les souris
APPPS1 CD3+/+. Ces résultats sont a confirmer sur un plus grand nombre de souris.
L’appréciation de I’intensité de la pathologie amyloide et les analyses comportementales et
¢lectrophysiologiques n’ont pas encore pu étre entreprises, mais au vu des résultats de RT-
PCR quantitative, si I’on se reporte a notre expérience, il semble probable que les LT aient
des fonctions globales anti-inflammatoires et neuroprotectrices chez les souris APPPSI. Ces
fonctions pourraient étre portées par les cellules Tregs, que nous avons étudiées, mais aussi
par d’autres populations régulatrices telles les lymphoytes Trl, les lymphocytes Th3 ou méme
les NK-T. Des expériences sont aussi prévues sur des souris APPPS1 CMH-II KO,
dépourvues de LT CD4+ afin de différencier les roles joués respectivement par les LT CD4+
et les LT CD8+.

L’utilisation de ces modeles murins (CD3 KO, CMH-II KO, etc) se heurte cependant
aussi a un risque de biais. De plus en plus, les molécules du systéme immunitaire sont décrites
comme ayant un role physiologique dans I’homéostasie du SNC. Ceci concerne les molécules
du CMH-I classique et non classique mais aussi certaines molécules du complexe CD3
(Boulanger and Shatz, 2004). Ainsi, CD3C est exprimé au niveau de 1’hippocampe et semble
étre impliqué dans la plasticité synaptique (Huh et al., 2000). La molécule CD3e est exprimée
au niveau du cervelet (Nakamura et al., 2007). L’¢étude des souris APPPS1 CD3e KO sur le

plan électrophysiologique et comportemental risque donc de donner des résultats difficiles a
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interpréter car un défaut physiologique des fonctions de la molécule dans le SNC ne pourra

pas étre exclu.

L’optimisation de la vaccination, par le controle des réponses T CD4+ effectrices
induites par I’immunisation, nous parait étre une stratégie trés prometteuse au vu des résultats
obtenus dans les modeles murins. Cette approche présente 1’avantage de cibler A et si l’on se
base sur I’hypothése amyloide, elle pourrait permettre d’éliminer 1’élément pathogénique
majeur de la maladie. Elle apporte ainsi des espoirs de guérison, a condition que le traitement
soit entrepris a temps. L’efficacité démontrée de cette approche dans les modéles murins peut
étre expliquée par le fait qu’apporter I’Ag (AP) en périphérie permettrait de stimuler
correctement un systéme immunitaire aveugle ou devenu tolérant a 1’accumulation de
peptides du soi mal conformés dans le cerveau. Nous rejoignons la encore les observations de
Medawar qui mettait en évidence le role clé de la sensibilisation du systéme immunitaire en
périphérie pour permettre le développement d’une réponse immunitaire adaptative efficace
dans le SNC.

L’ immunothérapie dans les maladies neurodégénératives conformationnelles est en
fait un concept assez récent. Développer un vaccin contre une protéine du soi « anormal » est
complexe car cela nécessite d’une part de casser la tolérance naturelle vis-a-vis du soi et
d’autre part d’éviter des effets secondaires d’auto-immunité. Le challenge n’est pas facile
d’autant plus que les facteurs génétiques de I’hdte sont sources d’une grande variabilité inter-
individuelle. Les effets secondaires de méningo-encéphalites de 1’essai AN1792, ont été
attribués, peut-étre un peu trop rapidement, a une réponse T délétere. Il faut toutefois
considérer que ces effets n’ont concerné que 6% des patients. On peut supposer que ces
derniers possédaient un terrain génétique propice au développement de manifestations auto-
immunes suite a la vaccination. Quoiqu’il en soit, les essais actuels se sont recentrés sur
I’immunothérapie passive ou sur I’induction d’une réponse humorale seule.

Les Ac semblent a priori capables d’efficacité sur le plan biologique, bien que les
mécanismes d’action mis en jeu ne soient pas complétement connus. La simple question de
I’entrée des Ac dans le SNC reste enticre : la BHE est en effet peu perméable au passage des
Ac. Une hypothese a été émise suggérant un effet « peripheral sink » : selon ce mécanisme, la
formation de complexes immuns avec les Ac présents en périphérie entrainerait une
diminution de la concentration d’AP libre circulant, créant ainsi un gradient de diffusion entre
plasma et cerveau et facilitant I’élimination des formes présentes au niveau cérébral.

Cependant, une étude a pu montrer sur des coupes histologiques de cerveaux de souris
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PDAPP traitées avec des injections intrapéritonéales d’ Ac monoclonaux anti-Af, que certains
Ac étaient capables d’entrer dans le SNC, d’opsoniser des plaques et d’induire leur
¢limination par les phagocytes présents in situ (Bard et al., 2000). Il faut tout de méme
souligner que dans cette méme étude, tous les Ac ne semblaient pas posséder ces propriétés.
Les auteurs n’ont pas cherché a comprendre le mécanisme d’entrée des Ac a travers la BHE.
La propriété la plus importante pour assurer 1’efficacité de ces Ac semble étre non pas leur
affinité vis-a-vis d’AP, mais leur capacité a lier les récepteurs Fc (Bard et al., 2003). Il est
ainsi possible que les Ac se fixent en périphérie sur des populations de
monocytes/macrophages secondairement recrutés dans le cerveau. La présence probable de
microtraumatismes de la BHE engendrés par les 1ésions d’angiopathie amyloide pourrait aussi
contribuer & I’entrée des Ac dans le parenchyme cérébral. Si ces résultats avec les Ac
monoclonaux sont prometteurs, ils posent encore de nombreuses questions mécanistiques qui
mériteraient d’étre résolues.

Il faut aussi €tre prudent avec I’immunothérapie fondée uniquement sur la réponse
Ac. L’immunothérapie passive nécessite des injections répétées, cotliteuses et n’exclut pas, in
fine, que le patient se mette a produire des Ac anti-Ac monoclonaux, diminuant ainsi leur
efficacité. Elle peut ne pas cibler toutes les formes d’Af: formes oligomériques
(Mamikonyan et al., 2007), formes N-tronquées ou formes présentant des modifications post-
traductionnelles (pyroglutamate, etc). La conséquence, en augmentant la proportion de ces
formes, toxiques, peut étre un effet inverse de celui escompté. Elle peut aussi étre restrictive
car elle se limite a I’isotype de 1’Ac monoclonal administré. Enfin, elle n’est pas non plus
dénuée de risques (oedémes vasogéniques et risque d’hémorragie cérébrale) (Thakker et al.,
2009).

Les réponses T CD4+ sont importantes car ces cellules sont les véritables « chefs
d’orchestre » de la réponse immune, conditionnant son orientation fonctionnelle et nécessaires
au développement de réponses B et CD8+ efficaces. Spécialisés dans la coopération
cellulaire, ces lymphocytes sont aussi capables d’agir sur certaines cellules et processus
physiologiques grace aux cytokines et aux molécules qu’ils produisent. Les lymphocytes T
CD4+ peuvent ainsi interagir avec les cellules gliales et les neurones. Un certain nombre de
travaux ont démontré chez la souris le potentiel thérapeutiques des LT CD4+ anti-Af
(Monsonego et al., 2006), (Ethell et al., 2006), (Cao et al., 2009).

L’immunisation active semble donc nettement supérieure en termes de capacités

thérapeutiques comparativement a I’immunothérapie passive ou reposant uniquement sur des
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anticorps. Le probléme majeur réside dans le controle de la « qualité » des réponses T induites
apres vaccination par Af.

AP étant un peptide de 42 acides aminés, le CMH de classe II est un facteur génétique
a priori important a prendre en compte. Chez la souris, il conditionne assurément 1’amplitude
de la réponse vaccinale. Des travaux précédents ont effectivement montré des différences de
réponses vaccinales T CD4+ et Ac anti-AP dans des souris « humanisées », c’est-a-dire
transgéniques pour les HLA classe II humains (Das et al., 2003). Chez ’Homme, en
comparant les haplotypes HLA de 133 patients de 1’essai AN1792, certains auteurs ont aussi
mis en évidence une variabilité de réponse proliférative T selon le polymorphisme du CMH
de classe II (Zota et al., 2009). Ils ont par ailleurs construit un modéle murin de la maladie
transgénique pour HLA-DRB1*1501, un allele de la molécule HLA-DR identifi¢é comme
étant source d’une forte immunogénicité vis-a-vis d’AB. Dans ce modéle, des immunisations
répétées par AP ont conduit a 1’élimination des plaques du parenchyme et a une diminution de
’activation microgliale, corrélant ainsi force de la réponse avec efficacité vaccinale.

A travers nos résulats, des facteurs génétiques de 1’hote, indépendants du CMH-II et
relatifs a la propension a pouvoir développer une réponse Treg anti-Af}, sont apparus comme
ayant aussi un impact primordial sur I’amplitude de la réponse vaccinale. Ces facteurs
semblent exercer un effet dominant dans le fond C57BL/6 et sont donc au moins aussi
importants a prendre en compte que le CMH-II. Ils pourraient étre dus a des polymorphismes
au niveau de génes impliqués dans les fonctions générales des cellules Treg comme le géne
Foxp3. Cependant, nos résultats semblent indiquer que ces facteurs dépendent aussi de la
nature de I’Ag, puisque les effets observés dans la souris C57BL/6 pour AP ne le sont pas
avec d’autres Ag comme OVA ou la PLP. L’identification, probablement complexe, de ces
facteurs apporterait cependant une aide précieuse dans la compréhension des mécanismes de
tolérance vis-a-vis d’Af. Leur extrapolation a ’'Homme pourrait permettre d’identifier les
patients susceptibles de bien ou, au contraire, de ne pas répondre a la vaccination.

La présence d’un effet suppresseur important des cellules T régulatrices sur la réponse
vaccinale pourrait étre une limite a I’efficacité de la vaccination. Cet effet semble s’opposer a
’action anti-inflammatoire et neuroprotectrice des Tregs au décours de la maladie.

D’un point de vue thérapeutique, notre projet d’essayer d’augmenter la réponse Treg par
administration de faible dose d’IL-2 peut paraitre paradoxal au vu des résultats que nous
avons obtenus dans nos expériences d’immunisation. Ces deux approches auraient

effectivement un effet antagoniste si elles devaient étre utilisées conjointement, mais elles
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peuvent tout a fait étre efficaces séparément. Le traitement par faible dose d’ll-2 présente
I’inconvénient de traiter uniquement un symptome, il ne cible pas les peptides Ap,
contrairement a la vaccination.

Inactiver les Tregs, méme temporairement, au moment de la vaccination peut permettre
d’augmenter ’efficacité vaccinale mais cela peut aussi s’avérer dangereux car, nous 1’avons
vu, ceci pourrait favoriser la survenue de manifestations auto-immunes de type méningo-
encéphalites chez I’Homme, méme si ces effets n’ont pas été observés chez la souris. Il
semble donc pertinent de contrdler aussi la nature des réponses vaccinales induites. Les Tregs
ne semblent pas modifier la nature de la réponse vaccinale, du moins en présence d’un
adjuvant fort. Mais cette derni¢re pourrait étre influencée par d’autres facteurs génétiques,
comme semble 1’indiquer une variation dans la proportion des différentes sous-classes d’IgG
anti-Ap induites par la vaccination dans les différents fonds génétiques murins étudiés
(résultats non montrés). La nature de la réponse vaccinale dépend surtout de la formulation du
vaccin et de sa voie d’administration. Ainsi, en jouant sur les adjuvants de vaccination (Wang
et al., 2007) et sur les voies d’administration, voie nasale (Maier et al., 2006) ou voie
transcutanée (Nikolic et al., 2007) par exemple, on pourra privilégier des réponses T CD4+
effectrices plutot orientées vers un profil « Th2 » qui semblent bénéfiques et moins a risque
d’induire des méningoencéphalites.

La stratégie de notre équipe est encore différente. Elle repose sur le transfert adoptif
de cellules, toujours a I’aide de la souris transgénique pour un TCR dirigé contre un épitope T
CD4+ d’Ap que nous développons actuellement. Apres isolement des LT naifs de notre souris
TCR Tg, nous pourrons les différencier in vitro par stimulation avec des splénocytes chargés
par AP en présence d’un cocktail de cytokines et d’Ac anti-cytokines (IL-12 + anti-IL4 pour
la différenciation Thl, IL-4 + anti-IL12 pour Th2, TGFP + IL-6 pour Th17, et TGFP + acide
rétinoique + IL-2 pour les iTreg). Nous pourrons ensuite transférer ces LT effecteurs dans des
souris APPPSI1 agées de 4 semaines (avant la formation des premiers dépots amyloides) ou
dans des souris agées de 4 mois possédant déja une pathologie amyloide bien développée.
Nous pourrons analyser 1’effet du transfert adoptif des différentes sous-populations de LT
effecteurs anti-Ap sur le recrutement des cellules T dans le cerveau, la pathologie amyloide,
la neuroinflammation, les troubles cognitifs et 1’¢lectrophysiologie de 1’hippocampe. Nous
surveillerons aussi I’apparition de signes d’auto-immunité (comportement, troubles moteurs,

perte de poids, etc).
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Cette stratégie nous semble optimale car d’une part elle permet 1’activation de cellules
in vitro, dans des conditions s’affranchissant de tous les mécanisme de tolérance qui peuvent
exister in vivo, et d’autre part elle présente 1’avantage de pouvoir étre ajustée, en jouant sur la
proportion des différentes sous-populations effectrices transférées. Tout comme la
vaccination, elle assure, par la persistance de cellules mémoires, une efficacité continue. Elle
a déja fait preuve de son efficacité potentielle dans diverses pathologies chez la souris, et
méme chez I’Homme (Chhabra, 2011). Notre équipe a notamment démontré que le transfert
adoptif de cellules T transgéniques pour un TCR reconnaissant un épitope de la Prp présenté
par le CMH-II permettait de conférer une protection partielle contre la tremblante
expérimentale murine (Iken et al., 2011). Ces données justifient les potentialités
thérapeutiques de cette approche dans les maladies neurodégénératives. Mais cette stratégie
posséde tout de méme quelques limites, notamment un risque de manifestations auto-
immunes si les LT porteurs du TCR transgénique expriment un autre TCR endogeéne (Bendle
et al., 2010) ou des risques de perte d’efficacité par des mécanismes de type AICD (activation

induced cell death) (Chhabra, 2011).

En conclusion, les relations entre systtme immunitaire et SNC sont complexes. La
communauté scientifique s’y intéresse de plus en plus car elles semblent prendre une part
active aux mécanismes physiopathologiques des maladies neurodégénératives, dont la MA.
Le role joué¢ par les cellules T régulatrices dans ces pathologies parait particuliérement
important. Par ailleurs, 1’efficacité de la vaccination dans les modéles murins de la MA a
suscité de véritables espoirs qui n’ont malheureusement pas été concretisés dans les essais
cliniques. L’optimisation des approches immunothérapeutiques chez ’Homme est donc un
véritable challenge que beaucoup essaient de relever. Parallélement a cela, des efforts
considérables sont faits sur la recherche de tests clinico-biologiques permettant d’établir un
diagnostic précoce de la maladie afin d’augmenter les chances d’efficacité. Coupler plusieurs
approches thérapeutiques, ciblant divers processus physiopathologiques, et administrées a un
stade précoce de la maladie, pourrait bien étre la clé de la réussite dans le traitement de la

MA.
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