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Résumé

Ce travail de thése décrit et analyse la réaction neuro-inflammatoire accompagnant la mort cellulaire
neuronale dans un modéle murin de la maladie de Parkinson. Dans ce modéle, induit par I'injection
intrastriatale d'un analogue toxique de la dopamine, la 6-hydroxydopamine (6-OHDA), nous décrivons
les caractéristiques et la cinétique de I'activation microgliale, de l'infiltration lymphocytaire T, de la
perte de neurones dopaminergiques TH* (Tyrosine Hydroxylase) et des altérations du comportement
moteur. Nos observations sont complétées par une étude neuropathologique de la substance noire
chez des patients atteints de maladie de Parkinson. Les résultats montrent que, chez 'homme comme
chez la souris, la mort de neurones dopaminergiques induit une infiltration T de faible intensité, limitée
a la substance noire et s'accompagnant d'une activation microgliale. Dans un deuxiéme temps, nous
analysons l'impact d'une déficience lymphocytaire T génétiquement déterminée sur les paramétres
histologiques et fonctionnels caractérisant le modéle 6-OHDA. Nos résultats montrent que, comparées
a des souris controles immunocompétentes, les souris immunodéficientes de souche Foxn1 KO, CD3
KO, NOD SCID ou RAG1 KO présentent toutes, a des degrés divers, une susceptibilité
significativement accrue aux effets neurotoxiques de la 6-OHDA. L'aggravation observée de la perte
neuronale s'accompagne d'une accentuation majeure des troubles du comportement moteur et de
I'activation microgliale. Ce travail démontre l'importance de la neuro-inflammation et de l'immunité
adaptative dans la physiopathologie du modéle 6-OHDA. Il suggére également que les LyT infiltrant la
substance noire des patients atteints de maladie de Parkinson exercent un réle inhibiteur sur
I'activation microgliale et pourraient par ce mécanisme ralentir I'évolution de la perte neuronale
dopaminergique. En résumé, ce travail de thése apporte un ensemble de données originales sur les
interactions entre LyT, microglie et neurones dopaminergiques dans le contexte de la maladie de
Parkinson et du modéle murin 6-OHDA.

Control of microglial activation by T-cells in a murine model of
6-OHDA-induced dopaminergic neurodegeneration

Abstract

This thesis work describes and analyzes the neuroinflammatory reaction that accompanies neuronal
cell death in a murine model of Parkinson's disease. In this model, induced by the intrastriatal injection
of 6-hydroxydopamine (6-OHDA), a toxic dopamine analog, we report on the main features and
kinetics of microglial activation, T-cell infiltration, loss of TH+ (Tyrosine Hydroxylase) dopaminergic
neurons and motor behavior alterations. We also assessed the presence of T-cells in the susbstantia
nigra of Parkinson's disease patients and found that, as observed in the 6-OHDA murine model, the
neuronal cell death of dopaminergic neurons triggers a low-grade T-cell infiltration that accompanies
microglial activation. We then studied the impact of genetically-determined T-cell immunodeficiency on
histological and functional outcomes in the 6-OHDA model. Our results show that, as compared to
immunocompetent control mice, immunodeficient strains consisting in Foxn1 KO, CD3 KO, NOD SCID
or RAG KO mice consistently presented, at varied levels, a highest susceptibility to 6-OHDA induced
dopaminergic neurodegeneration. The observed accentuation of neuronal cell loss was accompanied
by a marked increase of microglial activation and motor behavior alterations. Our work demonstrates
the pathophysiological role of neuroinflammation and adaptative immunity in the 6-OHDA model. It
also suggests that T-cells infiltrating the substantia nigra of Parkinson's disease patients dampen
microglial activation and could, via this inhibitory effect, slow the progression of dopaminergic cell loss.
Overall this thesis work provides original data on the interactions between T-cells, microglia and
dopaminergic neurons in the context of Parkinson's disease and the murine 6-OHDA model.
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MOTS-CLES/KEYWORDS

Neurodégénérescence, Inflammation, 6-OHDA, Microglie, Substance Noire, Lymphocytes T, maladie
de Parkinson.
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Introduction

Longtemps considéré comme un site immunoprivilégié, on sait actuellement que le
Systéme Nerveux Central peut étre le siege de réactions immunes complexes dont
les répercussions sur la survie et les fonctions neuronales sont potentiellement
majeures. Les cellules microgliales constituent la population résidente de cellules
phagocytaires dans le parenchyme nerveux et forment la premiére ligne de défense
immunitaire au sein du systéme nerveux central (SNC). Comme dans tous les
organes, des perturbations quantitatives et/ou qualitatives du systéme phagocytaire
peuvent entrainer un déséquilibre important de I'homéostasie tissulaire du SNC. Des
mécanismes impliquant l'immunité innée et, plus spécifiquement, les cellules du
systéme des phagocytes mononucléés (macrophages dérivant du sang et cellules
microgliales résidentes) sont en effet impliqués dans la physiopathologie de maladies
neurologiques classiquement identifiées comme purement neurodégénératives. C'est
le cas notamment de la maladie d’Alzheimer, de la Sclérose Latérale Amyotrophique
(SLA) et de la maladie de Parkinson (MP). Par ailleurs, alors que I'incidence et la
prévalence de ces pathologies augmentent du fait de 'augmentation de I'espérance
de vie et de la plus grande efficacité des thérapies symptomatiques, il n'existe pas a
ce jour, de traitement étiologique de ces maladies.

Dans les maladies neurodégénératives, différents mécanismes autonomes de mort
neuronale ont été mis en évidence. lls touchent notamment le fonctionnement de la
mitochondrie et les processus d'ubiquitination et de protéolyse des protéines mal
conformées. Toutefois, les mécanismes non-autonomes, liés a l'environnement,
jouent également un réle important. En particulier, I'environnement immunitaire des
neurones, fagonné par les cellules microgliales, les macrophages dérivés du sang
ainsi que les astrocytes, détermine pour partie I'évolution des processus de mort
neuronale qui peuvent étre amplifiés ou inhibés, selon la nature et I'amplitude de
cette réaction immunitaire. Un certain nombre d’études sont en faveur de I'hypothése
selon laquelle le systéme immunitaire contribuerait de maniére significative a la
physiopathologie de la MP.

Une activation microgliale majeure accompagnée d'un infiltrat lymphocytaire T dans

des prélévements autopsiques de la structure cible dopaminergique (substance
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noire) de patients Parkinsoniens a été mise en évidence. Par ailleurs, une
susceptibilité spécifique des neurones dopaminergiques aux mécanismes de mort
cellulaire immuno-induits a été observée in vitro. Enfin, les effets directement
neurotoxiques des LyT CD4 infiltrant la substance noire ainsi que limportance
physiopathologique de l'activation microgliale a été démontrée, dans un modele
murin de MP induit par intoxication au 1-méthyl-4-phenyl-1,2,3,6-tétrahydropyridine
(MPTP).

Dans ce contexte, notre objectif de thése était de mieux caractériser I'impact des
interactions entre lymphocytes T (LyT), cellules microgliales et neurones
dopaminergiques dans un modéle murin jusqu'alors peu utilisé : le modéle d'injection
intracérébrale stéréotaxique d'un analogue toxique de la dopamine, la 6-
hydroxydopamine (6-OHDA). Dans une premiére étude, nous avons caractérisé la
cinétique d’activation microgliale en lien avec la cinétique de mort neuronale, mettant
ainsi en évidence une corrélation entre l'activation microgliale et la mort des
neurones dopaminergiques, ainsi que différents types de contacts inter-cellulaires
microglie/neurones. Dans une seconde approche, nous avons réalisé une analyse
approfondie de l'implication des IyT sur l'activation microgliale ce qui constitue
I'essentiel du travail expérimental présenté dans ce manuscrit de thése. Par ailleurs,
une étude sur coupes humaines de cerveaux de patients parkinsoniens a permis une
comparaison des données immunopathologiques obtenues avec celles observées
chez la souris, dans le modéle 6-OHDA. Les principaux résultats obtenus suggeérent
un réle potentiellement protecteur des lyT dans la physiopathologie de ce modéle et,

possiblement, de la MP.
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Rappels bibliographiques

. Immunité & Neuro-inflammation

I.1. Immunité innée et phagocytes mononucléés

Les cellules de I'immunité innée forment une large famille de cellules immunes dont
les principales fonctions sont la phagocytose, la présentation antigénique et la
synthése de molécules inflammatoires. Ces cellules constituent la premiére ligne de
défense immunitaire de I'organisme et leur activation est mise en jeu a I'échelle de
minutes ou d'heures ou cours de la grande majorité des réponses immunes.
Longtemps considérées comme non discriminantes du fait de leur incapacité a
reconnaitre des antigenes, on sait maintenant que les cellules de I'immunité innée
sont richement équipées en récepteurs, les PRR ("Pattern Recognition Receptors") ;
qui reconnaissent des patterns moléculaires extrémement variés associés a des
pathogenes, les PAMP ("Pathogen Associated Molecular Patterns") ou a des
situations de danger, les DAMP ("Danger Associated Molecular Patterns")
(Matzinger, 2002). De méme, les cellules immunes innées sont capables d'une
certaine forme de mémoire immune via le phénoméne d'entrainement immunitaire
("trained immunity") (Quintin et al., 2014). Toutes les cellules de l'immunité innée
proviennent de progéniteurs myéloides, eux-mémes issus de cellules souches
hématopoiétiques. Nous restreindrons notre propos aux phagocytes mononucléés et
plus spécifiquement aux 2 catégories cellulaires qui forment la majorité des cellules
myéloides infiltrant le SNC dans la plupart des situations neuro-inflammatoires : les

macrophages et les cellules microgliales.
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Ces différents lignages cellulaires sont regroupés et synthétisés dans la figure

suivante.

cellule souche
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Les monocytes circulants représentent environ 2% a 10% des leucocytes chez
'homme et constituent les principaux précurseurs des macrophages tissulaires. lls
sont formés de deux grandes catégories : i) les monocytes homéostatiques
assurant le renouvellement lent et constant de la majeure partie des macrophages
résidents, ii) les monocytes inflammatoires qui se différencient en macrophages
infiltrants et dont le nombre dans le sang augmente en situation inflammatoire
(Geissmann, Jung & Littman, 2003; Auffray, Sieweke & Geissmann, 2009). Ces deux
sous-populations présentent le méme potentiel de différenciation en cellules
dendritiques (DC) mais des comportements migratoires différents essentiellement
déterminés par le niveau d'expression des récepteurs a chimiokines CX3CR1,
fortement exprimé par les monocytes homéostatiques, et CCR2, fortement exprimé
par les monocytes inflammatoires. Les macrophages résidents sont les
macrophages qui, en situation d'homéostasie, résident dans les tissus de I'ensemble
des organes. Les macrophages résidents présentent tous a divers degrés des
propriétés de phagocytose et un potentiel cytotoxique. Néanmoins, ils forment une
population hétérogéne au sein de laquelle on note d'importantes différences quant a

la morphologie, l'origine, les mécanismes de renouvellement et les réponses
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immunes engagees. Ainsi, les cellules microgliales, macrophages résidents localisés
dans le parenchyme du SNC, présentent de nombreuses différences fonctionnelles
et phénotypiques avec les cellules de Kupffer, macrophages intravasculaires
localisés dans le foie (Hume, 2006; Geissmann et al., 2010; Gautier et al., 2012;
Lavin & Merad, 2013). Par ailleurs, de récents travaux montrent que certaines
populations de macrophages résidents, en particulier la microglie et les cellules de
Kuppfer, dérivent de progéniteurs myéloides primitifs initialement localisés dans le
sac vitellin et qui persistent dans le tissu cible, respectivement le SNC et le foie,
apres le développement (Schulz et al., 2012; Kierdorf et al., 2013). Ces
macrophages ne sont que peu ou pas renouvelés par des monocytes circulants mais
voient leur nombre régulé par un mécanisme de prolifération in situ des progéniteurs
primitifs dont ils dérivent (Ginhoux et al., 2010; Schulz et al., 2012; Kierdorf et al.,
2013). Contrairement aux macrophages résidents, les macrophages infiltrants
dérivent de précurseurs sanguins, les monocytes inflammatoires et nécessitent qu'un
signal inflammatoire intra-tissulaire dirige leur différenciation macrophagique a partir
de précurseurs monocytaires.

La fonction premiére des macrophages résidents et infiltrants est la clairance de
cellules mortes, de deébris tissulaires et d'agrégats moléculaires potentiellement
toxiques. Dans le SNC, I'élimination de débris myéliniques est ainsi un préalable
indispensable a la réparation tissulaire faisant suite a un épisode démyélinisant
(Takahashi et al., 2007). De la méme fagon, la clairance macrophagique/microgliale
d'agrégats de protéines amyloides est un mécanisme de défense important au cours
de la maladie d'Alzheimer (Rogers et al., 2002). Une autre fonction essentielle des
macrophages résidents ou infiltrants est la présentation d'antigenes aux LyT. Alors
que les DC (DC) ont été considérées pendant de longues années comme les seules
cellules capables de présenter I'antigéne de maniére efficace et "professionnelle" aux
LyT, il apparait que distinguer macrophages et DC sur la seule base de cette
fonction ne reflete qu'imparfaitement la réalité (Geissmann et al., 2010). Une autre
caractéristique majeure des macrophages est leur grande plasticité fonctionnelle et
leur capacité a engager un large éventail de programmes d'activation en réponse
aux signaux instructeurs de l'environnement tissulaire (Mantovani, Sica & Locati,
2005). Cette polarisation fonctionnelle a tout d'abord été décrite comme bimodale,
suivant un schéma fonctionnel similaire aux sous-populations LyT helper Th1 et Th2
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(Cf. infra). On distinguait ainsi, les macrophages M1 et les macrophages M2 sur la
base des criteres suivants : i) le profil M1, induit par I''FN[1 et résultant en une
majoration des activités cytotoxiques, bactéricides, pro-inflammatoires et de
présentation antigénique et ii) le profil M2, induit notamment par I'lL-4 et résultant en
une majoration de la synthése de facteurs angiogéniques, trophiques et anti-
inflammatoires (Sica & Mantovani, 2012). Par la suite, cette classification s'est
considérablement enrichie et I'on considére actuellement qu'a chaque pathologie est
associé un programme d'activation macrophagique spécifique qui, selon les cas, est
délétére ou protecteur (Sica & Mantovani, 2012). Toutefois, retenons que les
macrophages de type M1 induits par I'lFNy produisent de I'lL12, de I'lL23 et des
dérivés oxygénés, qu’ils favorisent les réponses Th1 et jouent un réle majeur dans
I'élimination des pathogénes intracellulaires et des tumeurs (Coscia et al., 2010;
Rogers & Holen, 2011; Diaz-Gandarilla et al., 2013). A 'opposé, les macrophages de
type M2, induits par ['IL4 (Pechkovsky et al., 2010), ont une activité
immunomodulatrice, produisent de I'lL10 et du TGFB (Ferrante & Leibovich, 2012) et
sont impliqués dans les processus de développement et de réparation tissulaire
(Benoit, Desnues & Mege, 2008; Qian & Pollard, 2010).

En résumé :

- Les cellules de l'immunité innée forment la premiére ligne de défense
immunitaire de l'organisme et leur activation est trés rapide ou cours de la
majorité des réponses immunes.

- Ces cellules sont richement équipées en récepteurs et sont capables d'une
certaine forme de mémoire.

- La majorité des cellules myéloides, dont font partie les cellules de I'immunité
innée comme les macrophages et la microglie, sont impliquées dans la
plupart des situations neuro-inflammatoires au sein du SNC.

- Les monocytes circulants homéostatiques assurent le renouvellement de
la majeure partie des macrophages résidents, tandis que les monocytes

circulants inflammatoires, se différencient en macrophages sanguins.
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La microglie, macrophage résident, dérive de progéniteurs myéloides
primitifs initialement localisés dans le sac vitellin et persiste dans le SNC. Elle
présente des propriétés de phagocytose et un potentiel cytotoxique.

Les macrophages infiltrants, dérivants des monocytes inflammatoires,
nécessitent qu'un signal inflammatoire intra-tissulaire dirige leur différenciation
macrophagique a partir de précurseurs monocytaires.

Les macrophages résidents et infiltrants ont pour fonction : la clairance de
cellules mortes, de débris tissulaires et d'agrégats moléculaires
potentiellement toxiques, préalable indispensable a la réparation tissulaire,
ainsi que la présentation d'antigénes aux LyT, grace a différents
programmes d'activation, délétéres ou protecteurs, en réponse aux signaux
instructeurs de I'environnement tissulaire.

Les macrophages de type M1 favorisent les réponses Th1 et jouent un rdle
majeur dans I'élimination des pathogénes intracellulaires et des tumeurs, et
les macrophages de type M2 sont impliqués dans les processus de

développement et de réparation tissulaire.
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I.2. Immunité adaptative et sous-populations lymphocytaires T

La réponse de I'immunité adaptative se développe a posteriori de la réponse immune
innée et repose sur deux grandes catégories de cellules immunes dérivant d'un
progéniteur lymphoide commun : les lymphocytes B et les Lymphocytes T. Le sujet
étant trés vaste, nous n'envisagerons que les aspects fonctionnels et phénotypiques
généraux et/ou présentant un lien direct avec la thématique des interactions entre

macrophages/microglie et IyT.

a. Origine et maturation des LyT

La production et la maturation de LyT sont assurées par les deux organes
lymphoides primaires que sont la moelle osseuse et le thymus. Les progéniteurs
lymphoides issus des cellules souches hématopoiétiques quittent la moelle osseuse
et pénétrent dans le thymus ou ils se divisent jusqu’a générer une large population
de thymocytes immatures (Schwarz & Bhandoola, 2006). Les thymocytes subissent
une premiere phase de maturation au cours de laquelle ils n'expriment pas les
marqueurs CD4 et CD8. On parle de lymphocytes doubles négatifs ou DN.
Schématiquement, durant cette phase, trois étapes sont distinguées en fonction du
niveau d'expression de CD44 (une molécule d'adhérence), CD3 (la molécule de
signalisation du récepteur T) et CD25 (le récepteur a I'lL-2): on parle de lymphocytes
(ou thymocytes) DN1, DN2 et DN3. Au cours d'une deuxiéeme phase de maturation,
les lymphocytes co-expriment CD4, CD8 et les chaines a et B du récepteur T. Cette
phase est caractérisée par un processus de sélection positive qui se produit dans
le cortex thymique et conduit a la mort cellulaire par apoptose des lymphocytes
présentant une trop faible affinité pour le complexe CMH/épitope (von Boehmer et
al., 2003). La présentation d'auto-antigénes est réalisée par les cellules épithéliales
thymiques corticales. Les thymocytes qui interagissent le plus fortement avec le
CMH 1l se différencient alors en LyT CD4* et ceux qui interagissent le plus fortement
avec le CMH | se différencient en LyT CD8" (Klein et al., 2009). Au cours de la
troisieme phase de maturation, les thymocytes ayant survécu a I'étape de sélection
positive vont migrer dans la medulla et y subir une sélection négative qui conduit a
la mort cellulaire par apoptose des lymphocytes présentant une trop forte affinité
pour le complexe CMH/épitope. La présentation d'auto-antigenes est réalisée par les
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cellules épithéliales thymiques meédullaires, des DC et des macrophages
(Hinterberger et al., 2010). Seuls des IyT auto-réactifs de phénotype Tregs
échappent a ce processus de sélection négative et rejoignent les autres LyT ayant
achevé le processus complet d'éducation thymique. A la sortie du thymus, environ
98% des lymphocytes entrant ont été éliminés et les lymphocytes éduqués rejoignent
la circulation sanguine et lymphatique a I'état de LyT mature naif. Ceux-ci gagnent
ensuite les organes lymphoides secondaires i.e. la rate, les ganglions lymphatiques
et les tissus lymphoides associés aux muqueuses puis recirculent entre le
compartiment sanguin et le systeme lymphatique a la recherche de ['antigene
reconnu par leur TCR.

La production de LyT par le thymus diminue avec I'age a partir de la puberté
du fait d'une involution adipeuse et d'une réduction du volume du thymus d'environ
3% par an a partir de 30-40 ans (Haynes et al., 2000).

b. Différenciation et sous-populations lymphocytaires Th

Les DC peuvent résider dans un tissu lymphoide, mais aussi y migrer depuis
le tissu drainé par cet organe lymphoide. Les DC résidentes vont capturer et
présenter les Ag solubles présents au niveau des organes lymphoides secondaires
(Sixt et al., 2005) tandis que les DC migrantes transportent les Ag depuis les tissus
non-lymphoides jusqu’aux organes lymphoides secondaires. Elles présentent aux
LyT matures naifs les Ag exprimés a leur membrane dans le contexte des molécules
CMH | ou Il. En situation pathologique, le nombre de lymphocytes présents dans les
organes lymphoides secondaires augmente ce qui accroit la probabilité que les Ag
présentés soient reconnus par les rares LyT qui leur sont spécifiques (Cabhill, Frost &
Trnk, 1976). L'orchestration de la réponse immune dépend essentiellement des
sous-populations lymphocytaires helper (Th) qui par leurs sécrétions cytokiniques
vont favoriser les réponses cellulaires ou humorales et instruire les cellules de
l'immunité innée au premier rang desquelles les macrophages. Les principales sous-
populations de LyT helper sont les Th1, les Th2, les Th17 et les Tregs.

La différenciation des cellules T CD4" naives résulte en premier lieu de
I'interaction entre TCR et I'ensemble CMH Il/épitope présenté a la membrane des
DC et autres CPA (Jenkins et al., 2001). Un ensemble de cascades de voies de
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signalisation méne a la prolifération des cellules T CD4 naives et a leur
différenciation en Th. La différenciation vers les différents lignages Th est déterminée
par un réseau complexe et spécifique de signalisation cytokinique et de facteurs de
transcription (Tao et al., 1997; Ashkar, 2000). Ces différentes sous-populations Th
sont considérées comme exercant un réle trés important dans la modulation des
mécanismes pro- ou anti-inflammatoires prenant place dans le SNC en condition
pathologique. Sont résumées ci-dessous les principales caractéristiques

fonctionnelles de ces sous-populations.

- LesLyTh1

Les cellules Th1 sont impliquées dans I'élimination des pathogénes intracellulaires et
ont été associées a différentes catégories d’auto-immunité organe-spécifique (Del
Prete, 1992). Les Th1 sécrétent principalement 'lFNy et I'lL2 mais également la
lymphotoxine a (LTa), le TNFa et I'lL18. L'IFNy est essentiel pour activer les
macrophages et cellules microgliales, induire une polarisation M1 et une activité
phagocytaire accrue (Cherwinski et al., 1987). En retour, les macrophages M1
stimulent, tandis que les cellules M2 inhibent la prolifération et la fonction des
cellules CD4* Th1 (Verreck et al., 2004). Notons que la LTa, un membre de la super
famille du TNF, joue un role pathogéne au cours de l'encéphalite auto-immune
expérimentale (EAE) (Suen et al., 1997; Chiang et al., 2009). L’IL-12 et I'lFN-y sont
des cytokines importantes pour initier la cascade de signalisation permettant de
développer les cellules Th1 (Trinchieri, Pflanz & Kastelein, 2003), tout en inhibant la
maturation des LyT Th2 (Oswald et al., 1994; Mosmann & Sad, 1996). L’IL12 induit
la production d’IFNy, augmentant ainsi la différenciation des LyT en Th1. Par ailleurs,
Les facteurs de transcription runt-related transcription factor 3 (runx3), et T-bet
induisent la transcription du géne IFNG (IFNg) tout en inhibant I'expression du géne
IL4 renforgant I'activation des LyT Th1 et leur co-expression inhibe la différenciation
des Th17 (Djuretic et al., 2007; Lazarevic et al., 2011).
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- LesLyTh2

Les cellules Th2 jouent un réle majeur dans les réponses immunitaires
dirigées contre les parasites. Les Th2 sont également impliqués dans Ila
physiopathologie de I'asthme et d'autres maladies allergiques (Del Prete, 1992;
Sokol et al., 2009). Les LyTh2 inhibent la réponse Th1 et orientent I'activation des
macrophages vers un profil M2 via la sécrétion d’IL4, d’'IL5, d’IL10 et d’IL13. L’IL4 et
'IL2 sont essentiels pour la différenciation Th2 de méme que le facteur de
transcription GATA3 (Wan, 2014).

- LesLyTh17

Les LyTh17 sont impliqués dans la réponse immunitaire dirigée contre les
bactéries et les champignons extracellulaires. lls jouent également un role
physiopathologique important au cours de différentes maladies auto-immunes
(lvanov et al., 2006; Weaver et al., 2006; Annunziato et al., 2007). Les cytokines
effectrices clés des Th17 sont I'lL17A, I'L17F, I'lL21 et I'lL22. L’IL17A induit la
production par les macrophages et les cellules microgliales de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'IL6, I'IlL1 et le TNFa de méme que la synthése de
chimiokines (Moseley et al., 2003; Ivanov et al., 2006; Gaffen, 2009). Le processus
de différenciation des cellules Th17 est complexe et implique le TGF-beta, I'lL6,
'IL23 et le facteur de transcription RORyt (Bettelli et al., 2006; Mangan et al., 2006;
Veldhoen, Hocking, Atkins, Locksley, & Stockinger, 2006 ; Ivanov et al., 2006). Le
TGF-beta joue un role important dans la détermination de la balance Tregs/TH17
(Wahl, 2007).

- Les LyTregs

Les Tregs jouent un réle important dans le maintien de la tolérance immunitaire et la
résolution des réactions inflammatoires (Wraith, Nicolson & Whitley, 2004). Leurs
principales cytokines effectrices comprennent I'lL10, le TGF-B, et I'lL35 (Curotto de
Lafaille & Lafaille, 2002; Wraith et al., 2004; Collison et al., 2007). Les cellules T
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régulatrices (Tregs) sont des lymphocytes CD4* exprimant le récepteur a haute
affinité a I'lL2 (CD25) et le facteur de transcription Foxp3. On distingue les Tregs
naturels (nTregs) dont les propriétés immunorégulatrices sont intrinséques et
prédéterminées durant le développement thymique et les Tregs induits (iTregs) qui
sont géneérés secondairement dans les organes lymphoides secondaires ou les
tissus. C’est la reconnaissance de I'antigéne dans un contexte cytokinique ad hoc qui
permet la génération d’iTregs (Chen et al., 2003). L’activation et la survie des Tregs
nécessitent la présence d’IL2, qui favorise I'expression du facteur de transcription
Foxp3 dans les cellules naives, qui acquiérent de ce fait de puissantes fonctions
suppressives (Wuest et al., 2008). Le TGF-f est la cytokine principale responsable
de lI'engagement de la différenciation en iTregs (Chen et al., 2003; Selvaraj & Geiger,
2007). Le TGF-B seul, a une concentration élevée, peut changer la différenciation
lymphocytaire vers un développement Tregs (Chen et al., 2003; Zhou et al., 2008).

C’est principalement (mais pas uniquement) I'environnement cytokinique et en

particulier la concentration en TGF-B qui détermine I'engagement de la
différenciation lymphocytaire vers la voie TH17, dépendante de RORyT
ou vers la voie iTregs, dépendante de Foxp3 (Zhou et al., 2008). On
considére actuellement que la balance Th17/Tregs est régulée par des
signaux instructeurs immuns et/ou métaboliques (Barbi, Pardoll & Pan,
2013) et joue un rbéle majeur dans le développement des réponses
immunitaires au cours de nombreuses pathologies (Noack & Miossec,
2014). Dans le SNC, différentes études montrent que la balance
TH17/Tregs est un élément important dans la régulation du profil
d’activation macrophagique/microglial et le devenir des pathologies
purement neuro-inflammatoires telles que la SEP (Murphy et al., 2010;
Kleinewietfeld & Hafler, 2013) ou a composantes neuro-inflammatoires
telles que la MP ou la SLA (Reynolds et al., 2007; Gendelman & Appel,
2011; He & Balling, 2012).
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Les deux figures suivantes récapitulent les mécanismes de différenciation des LyT
matures naifs et les principales interactions moléculaires que chaque sous-
population peut avoir avec son environnement cellulaire, au sein du tissu, en

condition pathologique.
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IL-6

IFN-y
IL-4

M : macrophages

INF-y : M : microglie
IL-12 IL-10
IL-15 N : neurones
IL-18
IL-23 IL-4

IL-5

| y IL-9

En résumé :

La réponse de 'immunité adaptative se développe a posteriori de la réponse
immune innée et repose sur les lymphocytes B et les LyT, dérivants d'un
progéniteur lymphoide commun.

La production et la maturation de LyT sont assurées par la moelle osseuse
et le thymus. Les progéniteurs lymphoides quittent la moelle osseuse et
pénétrent dans le thymus pour maturer selon trois phases de

sélection/élimination.
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Les thymocytes qui interagissent le plus fortement avec le CMH Il se
différencient alors en LyT CD4* et ceux qui interagissent le plus fortement
avec le CMH | se différencient en LyT CD8".

Seuls certains LyT auto-réactifs de phénotype Tregs échappent a ce
processus de sélection et rejoignent les autres LyT ayant achevé le processus
complet de maturation.

Les LyT matures naifs circulent ensuite entre le sang et les organes
lymphoides.

La production de LyT par le thymus diminue avec I’dge a partir de la puberté.
Les DC, résidentes ou migrantes, présentent aux LyT matures naifs les Ag
au niveau des organes lymphoides secondaires.

Des sous-populations lymphocytaires helper (Th), principalement les Th1,
Th2, Th17 et Tregs, dont dépend l'orchestration de la réponse immune,
exergent un role trés important dans la modulation des mécanismes
inflammatoires prenant place dans le SNC en condition pathologique, de par
leurs sécrétions cytokiniques agissant entre autres sur les macrophages.
La différenciation vers les différents lignages Th est déterminée par un

réseau de signalisation cytokinique et de facteurs de transcription.
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1.3. Neuro-inflammation

La neuro-inflammation est définie littéralement comme un processus inflammatoire
prenant place dans le systéme nerveux. Historiguement, I'inflammation regroupe 4
signes physiologiques impliquant notamment [infiltration de cellules immunes
sanguines dans les tissus : le gonflement, la rougeur, la chaleur et la douleur. Or,
dans le cas de la neuro-inflammation, on n'observe pas la totalité de ces signes
cardinaux. De plus, la neuro-inflammation fait essentiellement intervenir des cellules
et des signaux chimiques spécifiques au systéme nerveux, ce qui en fait un
processus pathologique unique au sein de l'organisme. Dans cette section, nous
étudierons la spécificité des réponses neuro-inflammatoires dans le SNC, les
principaux meécanismes immunitaires mis en jeu lors de ces réponses et leur

incidence dans les pathologies neurologiques a composante inflammatoire.

a. Le cerveau, un site immunopriviléqié aux priviléges contestés

Le cerveau est un site considéré comme « immunoprivilégié ». En régle générale, les
processus inflammatoires se déroulant en périphérie n’affectent pas le
fonctionnement normal du SNC et, en situation physiologique, les échanges
immunologiques restent relativement restreints entre la périphérie et le SNC. En
particulier, I'absence de drainage lymphatique, conventionnel limite la migration
d’antigénes et de cellules immunes depuis le SNC vers les ganglions lymphatiques.
Cet « isolement » du SNC est également lié la présence d'une barriere hémato-
encéphalique (BHE) constituée de capillaires d'un type particulier. Les parois de ces
capillaires sont formées de 4 principaux composants cellulaires : i) des cellules
endothéliales réunies par des jonctions serrées type zonula occludens, ii) des
péricytes trés nombreux localisés dans un dédoublement de la basale, iii) des
macrophages périvasculaires eux aussi localisés dans un dédoublement de la basale
et iv) les pieds jointifs de prolongement astrocytaires qui établissent un contact avec

la paroi externe de la basale des capillaires. (Bundgaard & Abbott, 2008).
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Le schéma suivant montre I'organisation de cette barriére.

Jonction serrée

— Cellule endothéliale
Péricyte

Astrocyte

Microglie Neurone

Cette conformation particuliere induit une sélectivité des échanges autorisant
uniquement l'influx (entré vers le SNC) de nutriments et I'efflux (sorti vers le sang) de
produits du catabolisme en situation physiologique (Ohtsuki, 2004). Il existe
cependant au sein du SNC, a linstar de ce qui est observé en périphérie, des
processus d'immunosurveillance. Ainsi, il a été observé en condition physiologique
une pénétration a bas bruit de LyT au sein du parenchyme nerveux (Engelhardt &
Ransohoff, 2005). En situation pathologique, l'infiltration de cellules immunes
s'effectue le plus souvent en 2 temps : i) infiltration limitée a l'espace périvasculaire
(espace de Virchow-Robin), sans passage de la basale entourant les vaisseaux, ii)
franchissement de la basale et infiltration du parenchyme nerveux (Bechmann, Galea
& Perry, 2007). Ceci explique la tres faible présence de LyT au sein du parenchyme
en condition physiologique, et leur abondance limitée en situation pathologique.

En condition physiologique, la BHE protege le cerveau des agents pathogénes, des
anticorps et des leucocytes, ce qui en fait une véritable « barriére immunologique »
(Risau, Engelhardt & Wekerle, 1990). Toute lésion ou entrée d’'un agent pathogéne
dans le SNC est susceptible de provoquer une réaction inflammatoire et
s'accompagne d'une activation de la BHE ou d'une altération de son intégrité. Les

cellules immunitaires sanguines peuvent passer la BHE et infiltrer significativement le
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parenchyme nerveux en seulement quelques heures (Hickey, 1999). La migration de
leucocytes a travers [I'endothélium implique plusieurs molécules d’adhésion
présentes a la surface des leucocytes et des cellules endothéliales activées. Les
molécules d’adhésion endothéliales ICAM-1, VCAM-1 et PECAM-1, appartenant a la
famille des immunoglobulines, contribuent a [I'adhésion et/ou la migration
transendothéliale de différentes sous-populations de leucocytes vers le SNC
(Oppenheimer-Marks et al., 1991; Greenwood et al., 2003). L'activation ou la rupture
de la BHE est donc un mécanisme majeur d'amplification de la réponse
inflammatoire dans le SNC. Toutefois, si le role d'une activation/rupture de la BHE
est largement admis et démontré dans le contexte de pathologies neuro-
inflammatoires telles que la sclérose en plaques (Larochelle, Alvarez & Prat, 2011;
Cramer et al., 2013), l'implication de ce mécanisme dans la physiopathologie des
maladies neurodégénératives reste contestée. S'il est aujourd’hui admis qu'une
réponse neuro-inflammatoire est induite par tout type d'atteinte neurodégénérative
par exemple durant la maladie d’Alzheimer ou la MP (Carson, Thrash & Walter,
2006), le réle d'une infiltration de cellules immunes dérivant du sang n'est pas
formellement démontré.

Les réponses neuro-inflammatoires reposent sur l'activation immunitaire de deux
grandes catégories de cellules : i) des cellules immunes c'est-a-dire appartenant au
systéme immunitaire d'un point de vue ontogénique et ii) des cellules non immunes
mais néanmoins immunocompeétentes c'est-a-dire capables de dialoguer avec les
cellules immunes via un jeu de molécules solubles ou de surface et, le cas échéant
d'assurer certaines des grandes fonctions de I'immunité adaptative : la présentation
antigénique, la synthése de cytokines pro- ou anti-inflammatoires, la synthése de
chimiokines, voire, dans une certaine mesure, la phagocytose. Ainsi les astrocytes,
I'exemple type de cellules neurales immunocompétentes, synthétisent un large
éventail de cytokines et de chimiokines et sont en mesure de moduler l'infiltration
intracérébrale de LyT (Gimsa, Mitchison & Brunner-Weinzierl, 2013). Notons
également qu'a linstar des cellules microgliales, les astrocytes engagent un
programme d'activation en réponse a tout type d'atteinte neuronale, activation qui se
traduit au plan morphologique par une hypertrophie du corps cellulaire et
I'accumulation intracytoplasmique de filaments intermédiaires de GFAP. L'acquisition

d'un ensemble de compétences immunes accompagne trés probablement une telle
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réaction gliale nommée astrogliose qui est observée au cours de différentes
pathologies neurodégénératives (Teismann et al.,, 2003). Nous limiterons notre
propos aux interactions entre deux catégories de cellules authentiqguement immunes,

les LyT et les cellules microgliales, dans le contexte des atteintes neuronales.

b. La microglie, cellule immune sentinelle du SNC

Dans le parenchyme nerveux normal, la microglie est la seule cellule immune et la
principale cellule immunocompétente. Nous nous attacherons dans ce qui suit a en
définir l'origine, les modifications morphologiques observées dans le parenchyme
cérébral pathologique, ainsi qu’a caractériser de maniere détaillée les mécanismes
qui régissent son activation.
La découverte des cellules microgliales est due a Del Rio Hortega, qui en fournit la
premiére description au début du XXé™e siécle. Elles ont une origine hématopoiétique
et appartiennent a la population des macrophages tissulaires, cellules phagocytaires
réparties dans l'ensemble des tissus. Les cellules microgliales sont issues du
mésoblaste et ont ainsi une origine mésenchymateuse (Ransohoff & Cardona, 2010).
Leur densité est hétérogéne au sein du cerveau. En particulier, il a été décrit que la
densité microgliale au sein de la SN était trés élevée, et qu’elle était également plus
importante dans la substance grise, par rapport a la substance blanche (Lawson et
al., 1990). La microglie en fonction des conditions de son environnement et de son
état d’activation peut présenter différentes morphologies. Ainsi, on distingue
principalement : la microglie ramifiée, caractéristique d’'une microglie au repos et la
microglie amiboide, caractéristique d’'une microglie pleinement activée. Entre ces
deux aspects morphologiques extrémes, un ensemble d'états intermédiaires ont été
décrits (Kreutzberg, 1996).
Dans le SNC en conditions physiologique, ces cellules de petite taille, au noyau
arrondi, présentent de nombreux prolongements cytoplasmiques ramifiés. Dire que
ces cellules ramifiées sont au repos n’est cependant pas tout a fait exact, car il a été
montré que la cellule microgliale était capable d'explorer de fagon active son
environnement via les mouvements constants d'extension/rétractions de ces
ramifications et des filopodes qu'elles portent (enregistrables a I'échelle de minutes)
et via une activité de microphagocytose exercée vis a vis du liquide interstitiel et des
membranes cellules neuronales ou endothéliales (Nimmerjahn, Kirchhoff &
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Helmchen, 2005; Raivich, 2005). Durant ce processus d'immunosurveillance, les
ramifications microgliales explorent un territoire qui correspond a prés de 10 fois le
diameétre du corps cellulaire microglial (Raivich, 2005). Celui-ci reste immobile durant
I'activité exploratoire des ramifications, et les territoires couverts par des cellules
microgliales adjacentes ne se chevauchent pas. Par ailleurs, il est intéressant de
noter que I'exploration effectuée par les prolongements de la microglie est
dépendante de la libération d’ATP par les astrocytes (Davalos et al., 2005).

De par son appartenance au systéme des phagocytes mononucléés, la cellule
microgliale présente des caractéristiques phénotypique communes a I'ensemble des
macrophages et exprime notamment le marqueur F4/80, le récepteur a la fraction
iC3b du Complément (CD11b) la molécule de signalisation IBA1, et, chez certaines
espéces, le récepteur CD4. De plus, la microglie exprime aussi CD45, récepteur
également exprimé par I'ensemble de leucocytes. En plus des fonctions importantes
de microphagocytose a I'état physiologique dans le cerveau mature, la microglie est
impliquée dans la régulation de la neurogénése et de la connectivité synaptique dans
le SNC en développement, (Paolicelli et al., 2011). Elle peut également secréter des
molécules guidant les neurites en croissance vers leur cible (Elkabes, DiCicco-Bloom
& Black, 1996; Hanisch, 2002), des neurotrophines indispensables a la survie
neuronale ou, au contraire, des radicaux oxygenés, impliqués dans la mort neuronale
(Frade & Barde, 1998; Wakselman et al., 2008) D’autre part, elle est joue un réle
important en éliminant les débris neuronaux ou myéliniques, préalable indispensable
a tout processus de réparation tissulaire (Takahashi et al., 2007).

En situation neuro-inflammation, la microglie engage un programme d'activation qui
est finement adapté a la situation pathologique et se traduit par des modifications
morphologiques parfois subtiles parfois caricaturales qui conduisent, a I'extréme, a la

morphologie amiboide caractéristique du stade ultime d'activation microgliale.
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Les principales étapes de ces changements morphologiques sont décrites dans la

figure suivante.

i

A
/ .L

Quiescente Activée Amiboide

Ces modifications morphologiques s'opérent sous I'effet de signaux inflammatoires
provenant de neurones lésés et/ou d’autres cellules gliales et dont la nature n'a pas
été totalement établie (Cho et al., 2006). Les prolongements cellulaires se rétractent,
la cellule s’arrondit, et le volume du corps cellulaire augmente. Cette nouvelle
conformation présente des caractéristiques proches des macrophages périphériques
activés (Kettenmann et al., 2011; Varnum & lkezu, 2012; Hanisch, 2013). Les
cellules microgliales activées acquiérent alors un ensemble de propriétés et de
fonctions présentées par les macrophages périphériques activés :

- haut niveau d'expression des molécules du CMH classe Il et des

récepteurs a la fraction Fc des immunoglobulines
- sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, de facteurs de croissance,
de radicaux libres et de molécules oxydatives

- expression de molécules d’adhésion

- fonctions phagocytaires et de présentation antigénique
Par ailleurs, les cellules microgliales expriment des récepteurs aux chimiokines dont
I'activation en réponse a un gradient de chimiokines induit la migration des corps
cellulaires microgliaux vers les sites de lésion. L'activation et la prolifération des
cellules microgliales se mettent en place dans un laps de temps pouvant aller de
quelques minutes a plusieurs heures suivant I'établissement initial de lésions
neuronales. Dans le cas de lésions non évolutives (dégénérescence rétrograde par
transsection axonale par exemple), on peut observer un pic d'activation environ une

semaine aprés lésion (Ladeby et al., 2005). Lors de cette activation, la cellule
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microgliale secréte des cytokines pro- et/ou anti-inflammatoires, phagocyte les débris
cellulaires liés a la mort neuronale, et interagit avec les autres cellules de son
environnement. Si la Iésion initiale est non évolutive, l'inflammation décroit ensuite
naturellement, jusqu’a disparaitre totalement (Ley et al., 2007). La question sur le
devenir de la microglie aprés que l'inflammation s'est résorbée est encore débattue
aujourd’hui. |l est envisageable qu’elle reprenne un état quiescent, qu’elle dégénere
ou qu'elle garde une certaine forme de mémoire de cet état d"activation. Des études
ont montré que I'hyperactivation soutenue de la microglie pouvait entrainer leur mort
cellulaire (Hao et al., 2013; Liu et al., 2001). Certains auteurs considérent qu'une
dégénérescence des cellules microgliales (induite ou non par un phénoméne
d'hyperactivation) pourrait compromettre la survie des neurones par un défaut de
“clairance" du micro-environnement neuronal (Streit & Xue, 2012).

En situation physiologique, la cellule microgliale communique en permanence avec
les cellules de son micro-environnement et différents signaux délivrés par les
neurones maintiennent la microglie a I'état quiescent. Citons entre autres la
Fractalkine (Cardona et al., 2006), la molécule CD200 (Wang, Ye, Zhang, & Chen,
2007) et l'activité électrique neuronale (Neumann, 2001). En situation neuro-
inflammatoire, la coopération cellulaire joue un réle sans doute encore plus important
dans l'induction et l'orientation fonctionnelle de I'activation microgliale.

Comme nous I'avons vu précédemment, les cytokines jouent un réle important dans
le contréle de I'inflammation et de la réponse immune. Les cellules microgliales ont la
capacité, en fonction de I'environnement, de secréter des cytokines anti- et/ou pro-
inflammatoires.

Parmi les cytokines pro-inflammatoires, on peut citer I'lL1 ou le TNFa (Nadeau &
Rivest, 2000). Ces cytokines induisent I'expression de molécules d’adhésion et la
synthése de chimiokines par les cellules endothéliales et les astrocytes environnants,
facilitant ainsi la migration intra-tissulaire de leucocytes (Kitic et al., 2013; Yang et al.,
2013b).

Parmi les cytokines synthétisées par la microglie, certaines peuvent exercer des
effets pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires selon le contexte et la cellule cible.
C'est le cas notamment du TGF- (Sanjabi et al., 2009). D'autres cytokines sont
moins ambivalentes et exercent de fagon constante des fonctions pro-inflammatoires

au sein du SNC : par exemple I'lL-12, I'lL-15 et I'lL-18, trois cytokines qui stimulent
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I'activité fonctionnelle des lymphocytes (Aloisi, 2001). D’autres cytokines produites
également par la microglie, exercent un réle anti-inflammatoire, comme [I'IL-10
inhibitrice de I'activation macrophagique/microgliale et de la présentation antigénique
mais aussi I'lL1-ra (antagoniste du récepteur de I'lL-1) qui inhibe la réponse immune
type Th1 (Lamacchia et al., 2010).

La microglie activée produit des chimiokines, molécules cytotoxiques chimiotactiques
impliquées dans la migration leucocytaire et qui sont représentées par 4 sous-
familles (CXC, CC, C et CX3C). La microglie exprime les sous-familles CXC et CC
qui contribuent au recrutement des LyT (Kremlev, Roberts & Palmer, 2004; Jones,
Hart & Popovich, 2005), des macrophages et des DC au sein du SNC mais aussi a la
migration des cellules microgliales résidentes vers le site de lésion (Nishi et al., 2005;
Hinojosa et al., 2011; Selenica et al., 2013).

La grande plasticité fonctionnelle des cellules microgliales s'exprime également par
leur capacité a synthétiser, selon les signaux instructeurs qu'elles peuvent recevaoir,
soit des molécules neurotoxiques, notamment du monoxyde d’azote, des protéases,
des acides aminés toxiques ou encore des radicaux libres oxygénés (O27, H202), soit
un ensemble de molécules neurotrophiques participant a la survie neuronale et a la
réparation tissulaire : par exemple le NGF (Nerve Growth Factor), la NT-3
(Neurotrophine 3) et le BDNF (Elkabes et al., 1996; Kreutzberg, 1996).

Ainsi, la cellule microgliale, du fait de sa plasticité fonctionnelle, constitue un acteur
essentiel dans les phénomenes de neurodégénérescence mais aussi de réparation
tissulaire. De plus, sa capacité a recruter sur le site de |ésion et activer d’autres types
de cellules immunes comme les lymphocytes font de cette cellule un pivot dans les
mécanismes immuns tant innés qu’adaptatifs au sein du SNC. En conclusion, la
neuro-inflammation apparait comme un processus complexe reposant sur une
coopération complexe entre immunité innée et immunité adaptative, cellules
immunes et cellules neurales immunocompétentes et enfin cellules résidentes et
cellules dérivant de la périphérie.

Dans ce contexte général, les mécanismes de recrutement et I'implication des LyT
dans les pathologies neurodégénératives restent a ce jour mal connus. Une bréve
revue de la littérature concernant cet aspect de la neuro-inflammation est présentée

ci-dessous.
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c. les LyT infiltrants

La BHE a longtemps été considérée comme n'autorisant aucun passage de
leucocytes en dehors des situations d'altération de son intégrité. On sait actuellement
qu'une BHE intégre mais activée permet le passage sélectif de certains pathogénes
(Aguzzi, Nuvolone & Zhu, 2013), et/ou de cellules immunes sanguines, notamment
les LyT, au cours de pathologies qui ne sont pas primitivement inflammatoires.
(McGeer & McGeer, 2002). Par ailleurs, outre les fonctions de barriére histologique
la, la circulation des cellules, on reconnait actuellement des fonctions de barriere
enzymatique et métabolique a la BHE (Bechmann et al., 2007; Galea, Bechmann &
Perry, 2007). Cette évolution des concepts relativise le rdle de « barriere
hermétique » initialement attribué a la BHE, et fait reposer la fonction de barriére sur
un ensemble de mécanismes actifs plutét que passifs.
Nous allons, dans un premier temps, étudier les mécanismes par lesquels les LyT
peuvent infiltrer le parenchyme cérébral, en situation pathologique. Nous évoquerons
ensuite quelques exemples de maladies et leurs modéles animaux pour lesquels une
infiltration de LyT a été observée. Nous verrons quelle incidence cette infiltration peut
avoir, la neuro-inflammation, la perte neuronale et les troubles comportementaux
associes.
En condition pathologique, le passage des leucocytes a travers I'endothélium est
augmenté, les cellules endothéliales de la BHE produisent des cytokines pro-
inflammatoires induisant I'expression de molécules d’adhérence, d’intégrines, de
chimiokines, et de cytokines. Ces molécules agissent sur les jonctions serrées de la
BHE facilitant ainsi le passage des cellules immunitaires (Bednarczyk & Lukasiuk,
2011). Le processus de migration des leucocytes depuis la lumiere vasculaire vers le
parenchyme tissulaire (quelle qu'en soit la nature) est nommé extravasation et
implique l'action séquentielle des sélectines qui permettent le roulement des
leucocytes, et des intégrines qui permettent leur adhésion (Springer, 1994).
Un contact initial entre la cellule endothéliale et le leucocyte médié par des
sélectines, L-sélectine (L pour leucocyte), P-sélectine (P pour plaquettes) et E-
sélectine (E pour endothéliale), et leur ligand amorce la migration de ces cellules. Ce
premier contact entraine le ralentissement des cellules et leur permet de rouler le
long de la paroi endothéliale. L-sélectine est exprimée sur les leucocytes alors que
les deux autres types, E et P, sont exprimés par les cellules endothéliales. L-
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sélectine peut se lier a la surface des cellules endothéliales, spécifiquement (Angiari
& Constantin, 2013).

Suite a ce premier contact, les cellules endothéliales produisent des chimiokines, qui
augmentent la faculté d’adhésion des leucocytes et jouent un role important dans le
recrutement des LyT (Springer, 1994; Mahad et al., 2006).

L’adhésion des leucocytes étant augmentée, ces derniers s’arrétent sur
'endothélium, ce qui précede leur infiltration, rendue possible par la liaison entre les
intégrines (a4p1, aLp2 et a4B7) produites par les leucocytes avec les molécules
d’adhésion a la surface des cellules de I'endothélium, telle que la molécule Activated
Leucocyte Cell Adhesion Molecule (ALCAM), pouvant se lier avec CD6 exprimé par
les LyT (Cayrol et al., 2008).

Apres cette adhésion, a lieu l'infiltration des leucocytes par diapédese, également
mediée par un jeu de molécules d’adhésion et d'intégrines.

Les cellules endothéliales vont ensuite progressivement guider la diapédése
(Carman & Springer, 2004). Les différentes molécules d’adhésion présentes au
niveau des jonctions serrées vont interagir avec certaines intégrines, et la molécule
d’adhésion PECAM-1 va interagir avec la protéine CD99, exprimée chez tous les
leucocytes, mais préférentiellement chez les thymocytes, précurseurs des LyT dans
le thymus (Choi et al., 1998). Ces interactions cellulaires vont provoquer un
relachement des jonctions serrées et 'ouverture de la BHE (Greenwood et al., 2011;
Ley, Laudanna, Cybulsky, & Nourshargh, 2007).
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Le processus de diapédése est synthétisé dans le schéma suivant.

— Cellule endothéliale
Péricyte

Astrocyte

Neurone

Une fois infiltrées dans le parenchyme, les cellules immunes périphériques vont
suivre les signaux chimiques (chimiotactisme) émis par les cellules nerveuses
lésées, par les cellules gliales (microglie et astrocytes) ou bien par les cellules
immunes infiltrées antérieurement.

Chez I'homme, ce phénomeéne d’infiltration du SNC a été observé dans un grand
nombre de pathologies infectieuses, inflammatoires ou neurodégénératives. On peut
ainsi observer un infiltrat T intracérébral au cours de pathologies aussi diverses que
'encéphalite due au virus du Nil occidental (ENO), les encéphalites liées au virus de
limmunodéficience humaine (VIH), la Sclérose en plaque (SEP) mais aussi la
Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA), la maladie d'Alzheimer et la MP, sur
laquelle nous nous attarderons plus particulierement. Notons qu'au plan
meécanistique, la plupart des données disponibles sur ces processus d'infiltration T
ont été obtenues dans les modéles animaux des maladies sus-citées.

Dans le modéle souris de 'ENO, les animaux développent une infection systémique,
puis le virus traverse la BHE, pour aboutir a une encéphalite puis la mort en
quelques semaines (Wang et al., 2001; Wang et al., 2004). Durant cette phase, une
réponse immunitaire antivirale est mise en place afin de limiter I'infection, avec la

production d'IFN de type | et l'infiltration de macrophages et de LyT yd, CD4 et CD8
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au sein du SNC (Gilfoy & Mason, 2007; Glass et al., 2005; Wang et al., 2003). Il a
été montré que des souris déficientes pour le Toll-like receptor 7 (TLR7) produisent
moins d’IL-23 aprés infection par le virus, ce qui conduit a la diminution de la survie
et de linfiltration des lymphocytes dans le SNC, et a une pathologie aggravée
(Finberg & Wang, 2009; Town et al., 2009).

Les complications neurologiques dues au VIH, dont les mécanismes pathologiques
restent mal connus, sont moins fréquentes depuis l'avénement de la trithérapie.
L’infiltration des monocytes/macrophage est toutefois bien caractérisée, et provoque
une (gliose réactionnelle, une démence, ainsi qu'une perte neuronale,
caractéristiques de I'encéphalite due au VIH (VIHE) (Gonzalez-Scarano & Martin-
Garcia, 2005; Ghafouri et al., 2006). Des LyT CD4*CD45RO* et CD8*CD45RO" ont
été observés dans I'hippocampe de patients atteints de VIHE, en contact direct avec
les neurones, suggérant un réle dans le processus de mort neuronale ( Petito,
Adkins, McCarthy, Roberts, & Khamis, 2003; Petito, Torres-Mufoz, Zielger, &
McCarthy, 2006). En faveur de cette hypothése, dans un modéle souris de VIHE, le
transfert adoptif de Tregs a entrainé une diminution de la réplication virale et une
atténuation de la gliose réactionnelle et de la perte neuronale. Dans cette méme
étude, le transfert de LyT effecteurs (Teffs) a eu des effets inverses (Liu et al., 2009).
Contrairement aux autres encéphalites infectieuses, la SEP est actuellement
considérée comme d'origine purement inflammatoire et dysimmunitaire. Chez les
patients atteints de SEP, des LyT autoréactifs reconnaissant des antigénes de la
myéline ont été mis en évidence dans le sang, le liquide céphalo-rachidien et le tissu
cérébral (Zhang et al., 1994; Wucherpfennig & Strominger, 1995; Balashov et al.,
1999; Hohlfeld, 2009). Le role pathogéne des LyT infiltrant les lésions de SEP est
fortement suggéré par le modéle d'encéphalomyélite Auto-immune Expérimentale
(EAE), ou des animaux (le plus souvent des rongeurs) immunisés contre certains
antigenes de la myéline, développent des lésions démyélinisantes similaires a celles
de la SEP et caractérisées notamment par une infiltration de LyT auto-réactifs, plus
particulierement dans la moelle épiniére (Fujinami & Oldstone, 1985; Schluesener &
Wekerle, 1985; Flugel et al., 2001).

Différents arguments expérimentaux démontrent I'importance du dialogue entre LyT
et microglie au cours de I'EAE, aussi bien dans la phase de migration intracérébrale
et de polarisation des LyT que dans la phase d'activation terminale des cellules
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microgliales par les sous-populations Th1 ou Th17. Ainsi, la microglie activée aux
stades initiaux de I'EAE synthétise un ensemble des chimiokines qui induisent
l'infiltration sélective de LyT pro-inflammatoires Th1 ou Th17 au sein du SNC (Greter
et al., 2005; Codarri, Greter & Becher, 2013). L’abrogation dans I'EAE de I'activation
microgliale inhibe le développement et le maintien des lésions inflammatoires dans le
SNC (Heppner et al., 2005). L’interaction entre la microglie CD40" et les LyT CD40L*
initie la production lymphocytaire d’INF-y qui en retour entraine la production de
TNFa par la microglie activée (Tan et al., 1999). Toutefois, il faut également noter
qu'en fonction des conditions expérimentales, les cellules microgliales peuvent
également favoriser l'activation de Tregs capables d'inhiber 'EAE (Ebner et al.,
2013). Par ailleurs, les Th 17 peuvent pénétrer dans le SNC de fagon indépendante
des cellules microgliales en activant directement les cellules endothéliales de la BHE
(Kebir et al., 2007). Des LyT CD8" ont aussi été observés dans le SNC durant la
phase effectrice de 'EAE (Laouar et al., 2008; Vogt et al., 2009). Cependant, le réle
de cette sous-population lymphocytaire semble différent de celui des LyT CD4". Les
LyT CD8* suppriment I'induction de 'EAE chez des rats, suggérant que ces cellules
régulent l'activité des LyTh1 via un effet cytotoxique (Sun, Ben-Nun & Wekerle,
1988). D’autres données suggérent que les LyT CD8* peuvent se montrer
protecteurs ou déléteres selon la phase de 'EAE considérée, car leur absence
entraine une diminution des signes cliniques a la phase aigue mais aussi une
augmentation de la fréquence de rechute chez les animaux EAE CD8 KO (Koh et al.,
1992).

Au-dela des pathologies neurologiques d'étiologie infectieuse ou inflammatoire, une
infiltration intracérébrale de LyT est également observée dans un certain nombre de
maladies neurodégénératives liées a une atteinte primitivement neuronale. C'est le
cas notamment de la SLA, maladie neuromusculaire progressant rapidement et
caractérisée par la neurodégénérescence des motoneurones du tronc cérebral et de
la moelle épiniére. Alors que chez les patients SLA, la présence de LyT infiltrant le
tronc cérébral et la moelle épiniére est bien établie (Lampson, Kushner & Sobel,
1990; Kawamata et al., 1992), on peut intuitivement concevoir qu'il pourrait s'agir
d'un épiphénoméne représentant une réponse secondaire a la mort neuronale et
dont les effets propres seraient mineurs (Holmgy, 2008). Toutefois, au moins deux
études réalisées dans l'un des modéles animaux de SLA, le modéle génétique
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copper—zinc superoxide dismutase SOD1, suggerent que l'infiltrat lymphocytaire T
pourrait avoir un effet bénéfique chez les patients SLA. Dans la premiére de ces
études, des souris exprimant une forme mutée du géne SOD1, la mutation la plus
souvent reliée aux formes familiales de SLA, ont été croisées avec des souris
mutées pour le géne recombination activating gene-2 (RAG2), déficientes en LyT et
B. Dans la seconde étude, les souris SOD1 ont été croisées avec des souris KO
pour le géne T-cell receptor 3-chain (Tcrb), déficientes en LyT matures. De maniére
intéressante, dans ces deux études, l'activation microgliale était réduite et la
neurodégénérescence était notoirement augmentée (Beers et al., 2008; Chiu et al.,
2008). Ces données suggérent que, dans ce modéle, les cellules T CD4* infiltrant le
SNC jouent donc un rble neuroprotecteur en modulant le profil pro- versus anti-
inflammatoire de la microglie en faveur de ce dernier. Ces données soutiennent
l'importance du dialogue entre I'immunité innée et limmunité adaptative via le
dialogue établi entre microglie activée et LyT infiltrants (Appel, Beers & Henkel,
2010).

La MP fournit un autre exemple de pathologie neurodégénérative a composante
inflammatoire. Il y a plus de 25 ans, était rapportée pour la premiére fois la présence
de LyT CD4* et CD8* dans le parenchyme cérébral de patients atteints de la MP
(McGeer, Itagaki, Boyes, & McGeer, 1988). Dans le modéle 1-methyl-4-phényl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) ainsi que chez les patients atteints de MP, le role
de I'IFN-y (cytokine Th1 par excellence) comme orchestrateur d'une activation
microgliale neurotoxique trouve un certain nombre d’arguments expérimentaux
(Hunot et al., 1999; Mount et al., 2007). De plus, des souris traitées au MPTP,
utilisées comme modéle murin de la maladie, et, immunisées avec de I'a-synucléine
nitrosylée, ont montré une forte réponse pro-inflammatoire et une importante
prolifération de LyT dirigés contre ce néo-antigene (Benner et al., 2008). Le transfert
adoptif de cellules T issues de ces souris vers des souris non immunisées mais
traitées au MPTP a entrainé 'augmentation de la perte neuronale chez ces animaux.
Ces LyT eétaient capable d'infiltrer le SNC et des souris déficientes en LyT étaient
moins sensibles a la toxicité du MPTP (Benner et al., 2008). En accord avec ces
travaux et les résultats obtenus par McGeer et ses collaborateurs, une étude
(Brochard et al., 2009) a montré que des LyT CD4* et CD8" infiltraient le
parenchyme cérébral de patients parkinsoniens et de souris traitées au MPTP,
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validant ainsi la pertinence du modéle pour la pathologie humaine. La présence de
ces LyT a proximité immédiate avec les neurones dopaminergiques suggérait que
les cellules T avaient un role cytotoxique direct. Confirmant les résultats de Benner et
collaborateurs, les auteurs ont montré, chez des souris immunodéficientes pour les
genes recombination activating gene-1 (RAG1) ou Tcrb, une résistance au MPTP,
montrant ainsi que la présence de LyT au sein de la SN des animaux traités au
MPTP avait un réle d'amplification de la neurodégénérescence. De plus, cette étude
montre que cet effet est uniquement dépendant des LyT CD4* et non des CD8", via
une signalisation Fas-FasL qui est indépendante d'une présentation peptidique par
les neurones (Giuliani et al., 2003). Une autre étude a cependant montré que des
Tregs infiltrant le SNC étaient en mesure d'inhiber l'activation microgliale en
secrétant des cytokines qui diminuent la réponse inflammatoire, ou en induisant
directement l'apoptose des cellules microgliales via une signalisation Fas-FasL
similaire (Reynolds et al., 2009a). In vitro, les cellules Tregs inhibent la synthése et la
libération de dérivés réactifs de 'oxygéne (ROS) par la microglie activée (Reynolds
et al., 2007). Toutefois, il convient de rappeler que I'état fonctionnel des Tregs est
instable et trés dépendant de I'environnement cytokinique. On ne peut donc pas
anticiper la stabilité sur le moyen ou le long terme de Tregs dans un contexte
d’activation microgliale M1 persistante. En outre, on ne sait pas, dans le modéle
MPTP, si les cellules Tregs exercent une action neuroprotectrice par la suppression
de cellules T cytotoxiques tels que Th1 ou Th17, en convertissant les phénotypes
pro-inflammatoires M1 de la microglie en microglie M2, anti- inflammatoires, ou par la
sécrétion directe de facteurs neurotrophiques.

Enfin, une autre étude a montré que l'injection de venin d’abeille a des souris traitées
au MPTP permet une diminution de I'activation microgliale et de la perte neuronale
en paralléle a une augmentation du nombre de Tregs CD4*CD25"Foxp3* (Chung et
al., 2012).

Au total, les travaux portant sur le réle des LyT dans le modéle MPTP n’ont a ce jour
pas clairement établi le role protecteur ou délétere de ces cellules. Cependant, il a
été montré qu'induire le recrutement de Tregs au sein du SNC était une stratégie
thérapeutique efficace dans le modele MPTP et offrant des perspectives
prometteuses pour les patients atteints de MP (Reynolds et al., 2007, 2009a). Dans

ce cadre, notons une étude récente montrant que I'injection du facteur de croissance
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hématopoiétique GM-CSF ("Granulocytes Macrophages Colony Stimulating Factor")
pouvait atténuer la réponse immunitaire innée et adaptative, en altérant les profils
d’activation de la microglie et en induisant la maturation de Tregs dans le modéle
MPTP (Kosloski et al., 2013). Dans ce travail, le transfert adoptif de Tregs induits par
le GM-CSF avait un effet protecteur sur les neurones dopaminergiques soumis a
l'effet toxique du MPTP. Les analyses ont en outre montré une augmentation de la
production d’IL-27, régulant l'activité des LyT et B, aprés le transfert des Tregs
(Kosloski et al., 2013).

Dans le contexte général de I'immunomodulation neuroprotectrice, il a été également
montré que le transfert passif, chez des souris intoxiquées au MPTP, de cellules T
obtenues a partir de souris immunisées avec du copolymere-1 (Cop-1), médicament
immunomodulateur, prévenait partiellement la mort cellulaire neuronale (Benner et
al., 2004; Schwartz & Kipnis, 2005). Le mécanisme impliquerait un effet des LyT
infiltrant sur la polarisation de I'activation microgliale avec in fine une induction de la
sécrétion microgliale des cytokines anti-inflammatoires 1L-4, IL-10 et TGF-B,
accompagnée d'une diminution de la production de facteurs pro-inflammatoires. Le
Cop-1 est utilisé de fagon classique dans le traitement de la SEP ou il favorise les
réponses de type Th2, la synthése lymphocytaire d'IlL4 et l'inhibition d’IL-4
dépendante de la synthése microgliale de radicaux libres et d'autres facteurs
neurotoxiques (Duda et al., 2000; Zhao et al., 2006). Un autre effet neuroprotecteur
de Cop-1 pourrait étre de bloquer, au moins partiellement, la différenciation et la
survie des Th17 en agissant sur I'expression des facteurs de transcription clés de
cette sous-population (Chen et al., 2009). Il n’a cependant pas été établi avec
certitude si la neuroprotection médiée par Cop-1 dans le modele MPTP est due a un
renforcement de la réponse Th2, une promotion de la fonction des Tregs
CD4+CD25+ ou bien une réduction fonctionnelle des LyTh1 et/ou Th17. De fagon
intéressante, Cop-1 a également été montré comme diminuant fortement I'expression
de I'lL-1b et augmentant la production de I'lL-1ra par des monocytes dans un modéle
d’activation des monocytes induits par des cellules T (Carpintero et al., 2010). Ces
résultats suggérent un mécanisme potentiel de neuroprotection via I'augmentation
des niveaux d’IL-1ra circulant dans le sang et, possiblement, dans le SNC

inflammmatoire.
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Au total, il apparait clairement que dans les modéles de MP, la microglie et les
cellules T sont des acteurs importants qui déterminent l'effet amplificateur ou
inhibiteur du systéme immunitaire sur les processus de mort cellulaire autonome des

neurones dopaminergiques.

En résumé :

- Le cerveau des vertébrés terrestres posséde une barriéere hémato-
encéphalique, réputée imperméable, mais dont le statut de site
immunoprivilégié est aujourd’hui contesté.

- La microglie est la cellule immune du SNC et joue le réle de sentinelle.
Elle peut revétir plusieurs patterns d’activation, de la microglie ramifiée
quiescente a la microglie activée amiboide ramassée sur son soma, aux
prolongements quasi-inexistants.

- Les cellules microgliales activées acquierent alors un ensemble de
propriétés et de fonctions présentées par les macrophages périphériques
actives.

- Les cellules microgliales ont la capacité, en fonction de I'environnement,
de secréter des cytokines anti- et/ou pro-inflammatoires mais encore des
molécules  neurotoxiques, ou un ensemble de molécules
neurotrophiques participant a la survie neuronale.

- Elles ont la capacité a recruter sur le site de lésion et activer entre autres
des lymphocytes.

- Les LyT infiltrés dans le SNC sont de différentes sous-populations
pouvant jouer des roéles différents sur le processus de
neurodégéneérescence.

- La microglie et les lyT sont des acteurs importants de la régulation de la

réponse immune.
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Il. La maladie de Parkinson

La MP est une pathologie neurodégénérative du SNC se traduisant au plan clinique
par des troubles du mouvement et du contrdle moteur. La MP se présente
typiguement sous la forme d'une triade symptomatique, la triade parkinsonienne
regroupant les éléments sémiologiques suivants :

1) tremblements de repos : lent, disparaissant lors du mouvement, touchant les
membres, les lévres ou le menton

2) akinésie ou, a minima, bradykinésie/hypokinésie, correspondant a un
ralentissement et une raréfaction des mouvements volontaires

3) rigidité de type plastique, caractérisée par une raideur des extrémités ou de la
nuque et par une résistance a la mobilisation passive, cédant par a-coups et
responsable du phénomeéne de la roue dentée.

Cette maladie, réel probléme de santé publique, avec des répercussions importantes
sur les conditions de vie des malades, est la maladie neurodégénérative la plus
commune aprés la maladie d’Alzheimer. La MP touche ainsi 0.3% de la population
mondiale et 1% des individus de plus de 60 ans (de Lau & Breteler, 2006).

Bien que les premiers cas de la maladie aient été décrits et caractérisés par Sir
James Parkinson en 1817 dans « An essay on the shaking palsy », le tableau des
troubles cliniques moteurs de la pathologie ne fut complété qu’en 1872, par Jean-
Martin Charcot. C’est a cette période que ce dernier proposa d’appeler cette affection
« maladie de Parkinson », du nom de celui qui en avait le premier décrit la grande
majorité des symptomes. Au cours des études suivantes, de nombreux autres
symptdbmes, pour la plupart non-moteurs, sont venus compléter la description
clinique de la MP.

La caractérisation anatomopathologique de la MP a été rendue possible grace a
'amélioration des techniques d'immunohistologie. Différentes observations basiques
peuvent étre faites lors de I'étude de cerveaux de patients parkinsoniens : en premier
lieu, la destruction de certaines populations dopaminergiques est notable, dans des
régions bien précises de [Il'encéphale. Parmi ces neurones, les neurones
dopaminergiques de la substantia nigra pars compacta (SNpc) sont les plus
séverement touchés (Hirsch, Graybiel & Agid, 1988). De plus, des agrégats

intraneuronaux nommés corps de Lewy sont observables a l'aide de colorations
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standard et correspondent a des inclusions d'a-synucléine mal conformée

(Kazantsev & Kolchinsky, 2008). Enfin, et bien que cette donnée ne soit pas

uniquement le fait de la MP, une importante réaction inflammatoire est présente dans

le cerveau des patients atteints de la MP (McGeer et al., 1988a).

1.1 Symptomatologie

a. Troubles du contréle moteur

La MP regroupe un ensemble de symptdomes moteurs, dont nous ne détaillerons ici

que les principaux.

La bradykinésie/hypokinésie/akinésie est le symptédme le plus représentatif
de la MP. Ce signe correspond a des troubles dans la planification,
I'initiation et I'exécution des mouvements, notamment pour les séquences
et tdches motrices simultanées (Berardelli et al., 2001), probablement dus
a un dysfonctionnement de l'activité corticale motrice, comme il a été

montré chez le rat (Parr-Brownlie & Hyland, 2005).

La rigidité musculaire rencontrée est caractérisée par une raideur des
membres et une résistance aux mouvements au niveau des articulations
occasionnant des mouvements saccadés dits « en roue crantée ou dentée

» lors de la mobilisation passive.

Les tremblements de repos constituent le symptéme le plus couramment
rencontré dans la pathologie et le signe le plus fiable d’'une MP (Shahed &
Jankovic, 2007). 75% des patients atteints de la MP présentent un
tremblement de repos. Ce symptdme semble étre di a l'atteinte d’un
groupe spécifique de neurones dopaminergiques du globus pallidus
(Helmich et al., 2011).
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e Aux trois symptdbmes moteurs cardinaux de la pathologie, s’ajoutent des
troubles moteurs secondaires tels que, entre autres, une instabilité de
posture dans les stades tardifs de la maladie, source importante de chutes

chez les patients (Bronte-stewart et al., 2002).

b. Troubles associés

Bien que la pathologie soit essentiellement caractérisée par différentes anomalies du
contréle moteur, des troubles non-moteurs associés peuvent apparaitre, plus ou
moins fréquemment selon les patients, soit lors de la phase pré-symptomatique, soit
de maniére tardive, avec I'évolution terminale de la maladie. Ces troubles peuvent
regrouper une altération des fonctions cognitives allant jusqu’au stade de démence
(Aarsland et al., 2007), des troubles des fonctions exécutives, des troubles
mnésiques (Kehagia, Barker & Robbins, 2010), du langage, émotionnels (Vriend et
al., 2014), ou du sommeil (Bruin, Bittencourt & Tufik, 2012; Maass & Reichmann,
2013). A noter également la présence possible d'une constipation tenace qui signe
une atteinte a minima du systéme nerveux autonome (Edwards, Quigley & Pfeiffer,
1992).

c. Neuropathologie

Sur le plan de la symptomatologie clinique, la MP est relativement polymorphe ce qui
rend le diagnostic parfois difficile. Alors que pendant longtemps, seule I'autopsie des
patients permettait de maniére certaine d’établir un diagnostic de MP, de nouvelles
méthodes, notamment en imagerie, sont des outils diagnostiques fiables du vivant du
patient (Alberio et al., 2012; Schmid et al, 2013). Toutefois, les études
neuropathologiques sont un apport majeur a la compréhension des meécanismes
physiopathologiques de la MP et a l'identification de formes frontieres telles que les
synucleopathies (Goedert, 1999).

Dans les formes sporadiques de la pathologie, des corps de Lewy dans le
cytoplasme des neurones dégénérés sont observés dans la SN ainsi que dans
d’autres régions cérébrales touchées par le processus dégénératif (Braak et al.,
2003b; Braak & Del Tredici, 2008).
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L’étude de la distribution topographique des corps et neurites de Lewy a l'aide de
marquages a-synucléine a permis a Braak et collaborateurs de proposer un décours
évolutif en 6 stades neuropathologiques (Braak et al., 2003b) :

- le stade 1 est caractérisé par la présence de corps de Lewy dans la partie
dorsale des noyaux moteurs IX/X.

- Le stade 2 regroupe les Iésions du stade 1 plus des Iésions du bulbe

olfactif, des raphe caudalis et du locus coeruleus.

- Le stade 3 regroupe les lésions du stade 2 plus des Iésions du
mésencéphale, et plus spécifiquement de la substance noire pars
compacta. A ce stade-la de la pathologie, les symptémes n’apparaissent

pas encore. C’est la phase présymptomatique.

- Le stade 4, premier stade de la phase symptomatique, voit 'aggravation
des lésions du stade 3, notamment au niveau de la substance noire pars
compacta, et I'apparition de Iésions du prosencéphale et du mésocortex.
Les premiers signes cliniques de la MP n’apparaissent pas avant que 60-

75% des neurones de la SNpc n’aient disparu (DelleDonne et al., 2008).

- La pathologie s’étend au stade 5 jusqu’a toucher des aires sensorielles

associatives et préfrontales du néocortex.

- Au cours du stade 6, les lésions au niveau des zones sensorielles
associatives et du néocortex s’étendent; les aires prémotrices et laire

motrice primaire sont atteintes.

Des patterns neuropathologiques similaires ont été décrits dans les formes
geénétiques les plus courantes (i.e. celles concernant les génes SNCA, PARKIN,
LRRKZ2 et PINK1), avec une perte de neurones et de fibres de la voie nigrostriée et la
présence d’agrégats protéiques (principalement de ['a-synucléine) également
appelés corps de Lewy (Duda et al., 2002; Gouider-Khouja et al., 2003; Zimprich et
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al., 2004; Pramstaller et al., 2005; Samaranch et al., 2010). Il est a noter cependant
que dans le cas de certaines mutations, on n‘'observe pas d’agrégats d’a-synucléine
dans le cerveau des patients (Mori et al., 1998; Hayashi et al., 2000).

Par ailleurs, comme mentionné plus haut, il existe également d’autres pathologies
neurodégénératives caractérisées par la présence d'agrégats d’a-synucléine mais
qui pour autant n'impliquent pas spécifiquement le systéme nigrostrié (Gilman et al.,
2008; Lee, Bae & Lee, 2014).

En résumé :

- La MP est un trouble du contréle moteur touchant 1% des personnes de
plus de 60 ans.

- Les troubles moteurs principaux consistent en une bradykinésie, une
rigidité et un tremblement de repos.

- Des troubles non-moteurs associés peuvent apparaitre : démence,
troubles du contrdle émotionnel, du sommeil, mnésiques et troubles des
fonctions exécutives.

- La neuropathologie de la MP est caractérisée par une perte de neurones
et de fibres dopaminergiques et par la présence d’agrégats
intraneuronaux d’a-synucléine (corps de Lewy) dans les structures
touchées.

- L’étendue topographique des lésions et des corps de Lewy, partant du
tegmentum jusqu’aux aires néocorticales motrices, a permis a Braak et

collaborateurs d’établir 6 stades d’évolution.
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I1.2. Etiologie

a. Facteurs génétiques

L’étiologie de la MP est mal connue. En effet, du fait d’'une détection tardive de la
maladie, il s’avere difficile d’en déterminer les causes, excepté dans les formes
héréditaires ou des anomalies génétiques ont été identifiées. Les cas ou une origine
monogénique de la maladie a pu étre clairement établie représentent environ 5% de
I'ensemble des patients (Thomas & Beal, 2007). Selon le géne incriming, la
transmission de l'anomalie génétique s'effectue selon un mode autosomique
dominant ou autosomique récessif. Les mutations dans le géne a-synucléine
(SNCA), dont le lien avec la MP fut pour la premiére fois montré, puis par la suite
confirmé, il y a de cela environ 17 ans (Polymeropoulos et al., 1997), rendent compte
d'environ 2% des formes autosomiques dominantes de la MP. Un exemple
intéressant est donné par le géne LRRK2 dont la mutation G2019S est responsable
de formes familiales a transmission autosomique dominante mais également de cas
sporadiques. Le géne LRRK2 est ainsi retrouvé dans 2% a 6% des formes
sporadiques de la maladie, et prés de 5% a 18% des formes familiales (Di Fonzo et
al., 2005 ; Nichols et al., 2005). L'exemple de LRRK2 souligne la complexité de la
genétique de la MP et limportance des phénoménes de pénétrance incompléte,
c'est-a-dire de disparité entre un génotype et I'expression phénotypique en résultant.
Parmi les génes impliqués dans une transmission autosomique récessive, citons le
géne Parkin responsable d’environ 50% de ces formes monogéniques récessives, et
les genes PINK1 et DJ-1 beaucoup moins souvent en cause (Hedrich et al., 2004).
Alors que des formes sporadiques de la MP peuvent étre de cause monogénique, la
susceptibilité génétique de ces formes non familiales est souvent portée par
plusieurs génes dont certains variants sont significativement associés a un risque
plus élevé de MP. L'identification de ces génes et de leurs variants (liés a la
présence de mutations ponctuelles altérant de fagon subtile leur fonction) a été
rendue possible par les études GWAS ("Genome-wide association studies"). De
facon intéressante, certains des génes identifiés sont également impliqués dans les
formes familiales de MP, mais présentent alors des mutations différentes. C'est le

cas de SNCA et de LRRK2 dont les mutations sont soit de simples variants associés
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a un risque accru de MP soit des anomalies responsables de formes monogéniques
de la MP. Parmi les génes dont certains SNP ("single nucleotide polymorphisms")
sont associés a la MP, citons les génes HLA-DRA, ApoE et GBA (beta

glucocérébrosidase) (Klein & Westenberger, 2012).

b. Facteurs environnementaux

- Exposition a des toxines

Des facteurs environnementaux peuvent, éventuellement seuls ou sur un terrain
genétique prédisposant, déclencher une MP.

En 1976, un cas de MP identifié au sein d'une communauté d'héroinomanes a été
associé a l'utilisation de drogue. Un composé neurotoxique puissant, le MPTP, avait
été obtenu par inadvertance suite a une mauvaise synthétisation de [I'héroine.
Lorsque le jeune drogué mourut quelques mois plus tard des suites d’'un surdosage
de cocaine, son autopsie réveéla que les neurones dopaminergiques de la SN avaient
été détruits en grand nombre. Plus tard, en 1982, 7 nouveaux cas de MP sont
détectés. Le neurologue J. Langston, en collaboration avec le National Institute of
Health (NIH), imputa ces cas a l'utilisation de MPPP contaminé au MPTP (Langston
& Ballard, 1983), identifiant ainsi le premier composé environnemental pouvant étre

responsable de la pathologie.

- Exposition a des pesticides

Plusieurs facteurs environnementaux sont suspectés d’étre 'une des causes de
'apparition de la MP (Chung et al., 2013), comme [|'exposition a des produits
chimiques tels que des solvants ou bien encore des pesticides. Cette maladie résulte
trées probablement de multiples facteurs prédisposants génétiques et
environnementaux, mais la maniére dont I'exposition a un composé chimique conduit
a une perte neuronale et aux symptémes de la MP est assez mal connue. L'intérét
suscité concernant la relation entre I'exposition aux pesticides et le risque de maladie
neurodégénérative telle que la MP est ancien, et a été I'objet de nombre débats

(Wirdefeldt et al., 2011a). Une récente analyse de plus de cent études
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epidémiologiques publiées a établi un lien évident entre une exposition chronique
(i.e. en 'absence d’empoisonnement) a des pesticides et la MP (Pezzoli & Cereda,
2013).

Le principe d'un lien de causalité entre pesticides et MP a été accepté par le
législateur en 2012 (Décret n° 2012-665 du 4 mai 2012 révisant et complétant les
tableaux des maladies professionnelles en agriculture annexés au livre VIl du code
rural et de la péche maritime). Plus spécifiquement, la roténone, insecticide d’origine
naturelle et le Paraquat, un herbicide, ont été reconnus comme les responsables de
la déclaration de la maladie (Tanner et al., 2011). Il s’avere que ces deux pesticides
ont des structures et modes d’action similaires avec le MPP+, I'agent actif du MPTP
(Wirdefeldt et al., 2011b). Bien que les effets et mécanismes d’action du paraquat
soient plus souvent étudiés que ceux de la roténone, des données récentes issues
d’'une étude menée chez des fermiers a pu mettre en évidence un lien entre
I'utilisation de cet insecticide et I'apparition de la MP (Tanner et al., 2011).

Le Paraquat est un herbicide produit dés le début des années 60. Il est I'un des plus
utilisés au monde et, selon son fabriquant, serait distribué dans plus d’une centaine
de pays. Considéré comme trés toxique, son utilisation a malgré tout été autorisée
pendant des années, jusqu’en 2007. Plusieurs études épidémiologiques ont pourtant
identifié le paraquat comme un facteur de risque pour la MP (Liou et al., 1997).

Une étude menée chez la souris a montré que le stress oxydatif semblait jouer un
réle important dans les mécanismes de toxicité du paraquat (McCormack et al.,
2005). Lors de cette expérience, les auteurs ont injecté en intrapéritonéal 3 doses de
paraquat aux animaux, et ont constaté dés la seconde injection, une importante perte
de neurones dopaminergiques. Les auteurs concluent que la premiéere injection
agirait comme un « priming » augmentant la vulnérabilité des neurones a dopamine
a une lésion toxique subséquente. La perte des neurones dopaminergiques suite a
'exposition au paraquat était accompagnée d’'une augmentation de neurones
immunoreéactifs pour le 4-HNE, un marqueur de la lipopéroxydation, mécanisme
produisant des radicaux libres, responsables de I'oxydation. Par ailleurs, plusieurs
études montrent que le paraquat perturbe le métabolisme dopaminergique en
altérant la fonction du transporteur a la dopamine DAT (Ossowska et al., 2005;
Rappold et al., 2011)
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c. Les traumas craniens

Les traumas craniens et, d'une maniére générale, les chocs violents a la téte
pouvant parfois occasionner des lésions de la SN, ont également été identifiés
comme l'un des facteurs déclencheurs d’'une MP ; risque d’autant plus augmenté
chez des personnes présentant une susceptibilité génétique (Jafari et al., 2013).
Dans ces conditions, les boxeurs, ont un plus grand risque de développer une MP
s’ils y sont génétiquement prédisposés (Lolekha, Phanthumchinda & Bhidayasiri,
2010). On peut par exemple citer le célébre cas du boxer Mohamed Ali, ayant
déclenché une MP, diagnostiquée en 1984, bien qu’aucun lien entre sa profession et

sa maladie ne puisse étre établi de maniére certaine.

d. L'origine infectieuse

Enfin, la derniére hypothése concernant un facteur a risque pour la MP est
I'existence d’une origine infectieuse de la maladie. En effet, plusieurs études ont
établi un lien entre MP et différents agents pathogenes. Si I'on sait depuis Pasteur et
le virus de la rage que les virus neurotropiques peuvent persister dans le SNC et
induire une encéphalite infectieuse chronique, les virus neurotropes peuvent
également rester latents pendant de nombreuses années puis se réactiver ou induire
un infection aigue qui néanmoins provoque une altération durable et évolutive de
I'hnoméostasie cérébrale : il s'agit de I'hypothése du "hit and run" (Lo et al., 2003).
Dans le contexte de la MP, c'est le virus de la grippe qui a été le plus souvent
incriminé. La majeure partie des liens qui peuvent étre établis entre la MP et le virus
de la grippe repose sur la vague d’Encephalitis Lethargica, plus connue sous le nom
Encéphalite de Von Economo, et qui correspond a une incidence anormalement
élevée de parkinsonisme postenchéphalite subséquente a I'épidémie de grippe de
1918, causée par le virus de la grippe H1N1.

L'ensemble de ces données indique que I'étiologie de la MP n’est pas clairement
établie et découle possiblement d'une conjonction d'événements déclenchants,

survenant sur un terrain génétiquement prédisposé.
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En résumé :

- L’étiologie de la MP est mal connue, du fait d’'une détection tardive.

- Environ 5% des MP ont été imputées a des anomalies génétiques a
transmission autosomique dominante, notamment sur les génes SNCA,
LRRK2, ou a transmission autosomique récessive, avec les génes Parkin,
PINK1 et DJ1, responsables de formes familiales et/ou sporadiques de
la pathologie, en fonction de la mutation

- Des facteurs environnementaux ont également été identifiés comme
pouvant faire partie de I'étiologie de la MP : solvants, pesticides, toxines,
traumas craniens.

- Une origine infectieuse de la MP a été suggérée par une incidence
anormalement élevée de parkinsonisme postenchéphalite subséquente a

I'épidémie de grippe de 1918, causée par le virus de la grippe H1N1.

1.3 Réponses neuro-immunes et maladie de Parkinson.

Comme nous l'avons vu précédemment, les maladies neurodégénératives et en
particulier la MP induisent une réaction neuro-immune dont la composante purement
neuro-inflammatoire n'est que l'un des aspects. En effet, cette réponse neuro-
immune met en jeu non seulement les cellules et molécules de l'immunité innée, au
premier rang desquelles la microglie et le systeme du complément, mais également
les cellules du systéme immunitaire adaptatif et notamment les LyT. Une large partie
de la littérature considére que ces processus neuro-immuns dans leur ensemble
pourraient étre impliqués dans la mise en place et ['évolution de Ila
neurodégénérescence (Khandelwal, Herman & Moussa, 2011).
Dans ce chapitre de notre introduction bibliographique, nous fournirons une
description critique de la littérature relative au role du systéme immunitaire dans la
physiopathologie de la MP ou de ses modeles animaux. Deux aspects seront plus
spécifiquement abordés : I'activation microgliale et l'implication des LyT. Nous
verrons ainsi que la MP s'accompagne non seulement de processus immuns au sein
du SNC, par le concours de l'immunité innée et adaptative, mais également
d'altérations immunes périphériques tant moléculaires que cellulaires.
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a. Activation des cellules microgliales

- phagocytose vs. présentation antigénique

De nombreuses études ont impliqué la neuro-inflammation et plus spécifiquement les
cellules microgliales dans le développement et la progression de la mort des
neurones dopaminergiques de la SNpc (Tansey & Goldberg, 2010). Du vivant des
patients, I'imagerie par tomographie par émission de positron (TEP), aprés injection
d'un radioligand liant les récepteurs au benzodiazépines, a permis de visualiser
I'activation microgliale dans le pons, les noyaux gris centraux, le striatum et des
régions corticales frontales et temporales des patients atteints de MP (Ouchi et al.,
2005; Gerhard et al., 2006). Ces résultats sont en accord avec les analyses
immunohistologiques  post-mortem, montrant dans le SNC les signes
morphologiques et fonctionnels d'une activation microgliale : augmentation de la
densité cellulaire, rétraction des ramifications et hypertrophie du corps cellulaire,
expression des molécules du CMH Il (McGeer et al., 1988a; Imamura et al., 2003;
Croisier et al., 2005; Orr et al., 2005), augmentation de I'expression du marqueur
lysosomal CD68 (Banati, Daniel & Blunt, 1998; Croisier et al., 2005). La phagocytose
et la présentation antigénique sont classiquement les deux principales fonctions
attribuées aux cellules microgliales. Dans le modéle 6-hydroxydopamine (6-OHDA),
I'analyse du marqueur lysosomal CDG68, reflet de I'activité de phagocytose, et des
molécules CMH II, reflet du role de présentation antigénique montre que ces deux
fonctions évoluent possiblement suivant des cinétiques indépendantes et ne sont pas
nécessairement paralléles a celle de la mort neuronale (Akiyama & McGeer, 1989;
Marinova-Mutafchieva et al., 2009; Vazquez-Claverie et al., 2009; Sanchez-Guajardo
et al., 2010). Selon les études, le pic d'activité phagocytaire, déterminé par le niveau
d'expression de CD68, a été rapporté comme étant antérieur ou postérieur au pic de
mort neuronale (Henry et al., 2009; Marinova-Mutafchieva et al., 2009). Ces résultats
contradictoires conduisent a des hypothéses opposées quant au réle de I'activation
microgliale. Dans le cas d'une activité phagocytaire qui précéde ou accompagne la
mort neuronale, on peut supposer qu'un processus de dérégulation des fonctions
phagocytaires amplifie les mécanismes autonomes de mort neuronale. Le terme de
phagocytose primaire ou de "phagoptosis" a recemment été proposé pour décrire la
phagocytose de neurones non apoptotiques exprimant des signaux "eat-me" pergus
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par la microglie activée (Brown & Neher, 2012; Emmrich et al., 2013; Neher et al.,
2013). A contrario, un pic d'activité phagocytaire qui suit le pic de mort neuronale
suggere que la principale fonction des cellules microgliales est I'élimination de débris
cellulaires neuronaux. Historiguement, cette activité de cellule éboueur ("scavenger
cell') est la principale fonction attribuée a la microglie et continue d'ailleurs a étre
proposée comme fonction prédominante dans la MP et d'autres types de pathologie
(Barnett, Henderson & Prineas, 2006; Henry et al., 2009).

b. Réle des signaux instructeurs lymphocytaires

Outre la phagocytose et la présentation d'antigenes, la microglie activée présente la
propriété importante de sécréter un ensemble de cytokines qui, selon le programme
d'activation, sont soit pro-inflammatoires, soit anti-inflammatoires. Des protéines pro-
inflammatoires potentiellement neurotoxiques sont exprimées dans les cerveaux de
patients atteints de MP : citons COX et iINOS, le TNFa, I'L1B, et 'lFNy (Hunot et al.,
1996; Knott, Stern & Wilkin, 2000). Bien que les niveaux endogénes d’'IFNy dans le
cerveau humain normal sont connus pour étre pratiquement indétectables (Frugier et
al., 2010), une surproduction de cette cytokine a été rapportée chez certains patients
parkinsoniens (Hunot et al., 1996) et un polymorphisme du géne IFNG est associé a
un plus grand risque de développer des troubles cognitifs chez les patients MP (Nie
et al.,, 2013). Les LyT sont les principales cellules productrices d’IFNy, cytokine
connue pour activer les macrophages (dont la microglie). De nombreuses études
réalisées chez [I'animal démontrent un rdle délétére de [I'lFNy dans la
physiopathologie de la MP (Litteljohn et al., 2009; Barcia et al., 2011; Chakrabarty et
al., 2011; Mangano et al., 2012). Les LyTh1 étant la principale source d'IFNy et les
macrophages la principale cellule cible de cette cytokine, ces résultats suggérent que
le dialogue entre Th1 et les cellules microgliales dans la SN des patients MP pourrait
constituer un évenement clé de la perte neuronale dopaminergique. A contrario, la
cytokine Th2 IL-10 induit un programme d'activation microgliale neuroprotecteur qui
prévient la mort cellulaire des neurones dopaminergiques in vitro ou in vivo (Qian et
al., 2006a; Qian, Hong & Flood, 2006b; Arimoto et al., 2007). De la méme facon,
dans le modéle MPTP, les Tregs préviennent la dégénérescence des neurones

dopaminergiques en modifiant le comportement moléculaire des cellules microgliales
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(Reynolds et al., 2007; Kosloski et al., 2013). Les cellules microgliales exercent donc
probablement des effets distincts et possiblement opposés en fonction du stade
évolutif de la MP, du terrain immunogénétique, et d'un ensemble de signaux
instructeurs délivrés notamment par les LyT infiltrants. Par ailleurs, bien que la notion
de mémoire immune soit réservée au systéme immunitaire adaptatif, on peut émettre
I'nypothése qu'un phénoméne de priming ou d'apprentissage des cellules

microgliales, déja décrit sous le nom de "trained immunity"" pour certaines cellules
de l'immunité innée (Quintin et al, 2014) pourrait induire des programmes
d'activation complexes que I'on ne peut pas observer ni reproduire dans des cellules
"naives". Il faut d'ailleurs noter que les profils cytokiniques observés dans le tissu
cérébral et/ou le LCR des patients parkinsoniens associent le plus souvent cytokines
pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1, IL-6 entre autres) et des cytokines réputées anti-
inflammatoires (IL-4 et TGF-b notamment) (Mogi et al., 1996; Hirsch et al., 1998;

Nagatsu et al., 2000).

c. Réle de l'alpha-synucléine

Si l'activation microgliale est reconnue et relativement bien caractérisée dans la MP,
les molécules instructrices induisant les programmes d'activation microgliaux sont
encore imparfaitement connues. Venant s'ajouter aux signaux dérivant des LyT
infiltrants, un certain nombre de molécules doivent étre considérées. En particulier,
I'a-synucléine relarguée par les neurones dégénérés est un puissant inducteur de la
migration et de I'activation microgliale (Zhang et al., 2005; Harms et al., 2013; Kim et
al., 2013, 2014; Roodveldt et al., 2013). Cet effet activateur est médié par la liaison
de l'a-synucléine au récepteur Toll-like TLR2 (Kim et al., 2013). Toutefois, une étude
récente réalisée dans un modéle de souris transgénique surexprimant l'a-synucléine
montre que I'expression microgliale de TLR4 permet la clairance de l'a-synucléine et
en limite partiellement les effets neurotoxiques (Noelker et al., 2013). Par ailleurs,
dans un modele transgénique similaire, les molécules CMH Il exprimées par la
microglie sont nécessaires a l'effet activateur de I'a-synucléine, a la prolifération des
LyT CD4 in situ et a la perte neuronale dopaminergique (Harms et al., 2013). Enfin, il
est également intéressant de noter que la microglie activée, en sécrétant des
espéces reactives oxygeneées, peut induire la formation d’a-synucléine nitrosylée
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(Shavali, Combs & Ebadi, 2006) qui correspond a une forme immunogéne d’o-
synucléine (Benner et al., 2008). Il faut également considérer la possibilité d'un effet
activateur de l'a-synucléine sur le systeme immunitaire a la périphérie. En effet, des
formes anormales d’a-synucléine phosphorylée ont été détectées dans les organes
périphériques (intestins, glandes endocrines notamment) chez des patients atteints
de MP (Beach et al., 2010) et des anticorps anti a-synucléine sont détectables dans
le sérum et le LCR de patients atteints de certaines formes familiales de MP
(Papachroni et al., 2007).

d. Réle des signaux immuns périphériques

Depuis les travaux de Cunningham et Perry, on reconnait que des événements
immuns  périphériques peuvent modifier le décours de pathologies
neurodégénératives via notamment une modification du comportement moléculaire
des cellules microgliales (Cunningham et al., 2005; Perry, Cunningham & Holmes,
2007). Plusieurs études ont mis en évidence des niveaux élevés de cytokines pro-
inflammatoires et/ou de chimiokines dans le sérum de patients parkinsoniens (Dobbs
et al., 1999; Reale et al., 2009; Menza et al., 2010; Lindqvist et al., 2012). En
particulier des taux sériques élevés de TNF-a sont corrélés a une plus grande
incidence des troubles cognitifs ou de I'hnumeur (Menza et al., 2010; Lindqvist et al.,
2012). 1l est difficile d'établir la cause de ces anomalies cytokiniques a la périphérie
méme si I'hypothése d'un effet activateur de I'a-synucléine sur les cellules sanguines
est a prendre en compte. Quoi qu'il en soit, un effet pro-inflammatoire de ces
cytokines sanguines sur les cellules microgliales participe trés probablement a la

physiopathologie de la MP.
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e. Implication des LyT

Plusieurs études ont décrit une infiltration de LyT dans la SN de patients atteints de
la MP (McGeer, Itagaki & McGeer, 1988b; Brochard et al., 2009). Dans le contexte
neuro-inflammatoire de la MP, les facteurs chimiotactiques sécrétés par la microglie
participent probablement au recrutement des LyT (Aloisi, 2001; Kim & de Vellis,
2005; Sriram, Miller & O’Callaghan, 2006), de méme que les nombreuses cytokines
qui augmentent la perméabilité de la BHE et qui sont sécrétées par les cellules
gliales et/ou les cellules endothéliales activées (Combes et al., 2012; Alvarez,
Katayama & Prat, 2013). Des anomalies de la BHE pouvant, possiblement, induire
un recrutement des LyT ont été décrites dans la MP et dans d'autres pathologies
neurodégénératives (Grammas, Martinez & Miller, 2011; Guan et al., 2013).
Toutefois, le role exercé par les Ly T infiltrant la SN des patients Parkinsoniens reste
débattu : s'agit-il d'une réponse T aspécifique secondaire a l'altération de la BHE ?
S’agit-il d'une réponse antigéne spécifique ? L’antigéne cible est-il présenté par les
cellules microgliales et/ou les neurones ? L’antigene cible est-il I'a-synucléine ? Ces
questions ont jusqu'alors été abordées au travers du modéle MPTP. Dans ce
modéle, une infiltration T a été démontrée dans la SN, les souris déficientes en LyT
sont protégées des effets neurotoxiques du MPTP (Brochard et al., 2009) et une
réponse T dirigée contre une forme nitrosylée de l'a-synucléine a été rapportée
(Benner et al., 2008; Reynolds et al., 2009b). Sur la base de ces travaux, au moins
deux schémas physiopathologiques sont proposés qui conférent un réle majeur aux
LyT dans le modéle MPTP : i) les lymphocytes cytotoxiques T CD4 exprimant FasL
induisent l'apoptose des neurones dopaminergiques (Brochard et al., 2009), ii) les
lymphocytes CD4 Th1, Th17 et CD4 Tregs induisent des programmes d'activation
microgliale respectivement neurotoxiques ou neuroprotecteurs (Benner et al., 2008;
Reynolds et al., 2009b, 2010). Dans le cadre général de ces hypothéses, les
résultats de deux études récentes méritent d'étre mentionnés : l'une d'elle montre
que les neurones actives par des molécules inflammatoires synthétisées par la
microglie, expriment les molécules CMH classe |, les rendant susceptibles aux effets
cytotoxiques de LyT CD8 (Cebrian et al., 2014) ; la deuxiéme montre que
I'expression lymphocytaire du récepteur a la dopamine D3R est nécessaire a I'effet
neurotoxique exercé par les LyT CD4 Th1 via I'activation microgliale (Gonzalez et al.,

2013). De nombreuses interrogations restent donc en suspens quant au réle des LyT
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dans la MP et ses modéles animaux. Toutefois, si le tissu cérébral reste d'analyse
relativement difficile sur des échantillons post-mortem, les études réalisées sur des
prélevements sanguins ont permis de générer un certain nombre de résultats
intéressants concernant les anomalies périphériques du phénotype et/ou des
fonctions lymphocytaires chez les patients atteints de MP. Ainsi, il a été montré que
le nombre total de lymphocytes circulants était réduit de 17%, tandis que le nombre
de cellules B CD19" est diminué d’au moins 35% et que les LyT CD3" ont une baisse
de leur nombre de 22% (Bas et al., 2001). Parmi les cellules CD3*, le nombre de
cellules T CD4" était diminué de 31%, alors que le nombre de LyT CD8" n’était lui
pas significativement changé. Une perte importante de LyT CD4* (CD45RA") a aussi
été observée, mais également dans d’autres maladies telles que la SEP et le
syndrome de Down, suggérant une anomalie immunologique commune entre ces
pathologies (Fiszer et al., 1994; Crucian et al., 1995). Certains arguments
expérimentaux suggerent que la relative lymphopénie observée chez les patients
Parkinsoniens résulte d’'un processus d'apoptose accrue des LyT sanguins (Migliore
et al., 2002; Blandini et al., 2003; Cornetta et al., 2009; Calopa et al., 2010). Par
ailleurs, une augmentation de LyT cytotoxiques (Hisanaga et al., 2001), en paralléle
avec une diminution du nombre et des fonctions des Tregs ont été démontrées dans
le sang de patients atteints de MP (Baba et al., 2005; Saunders et al., 2012), tandis
qu'une augmentation de Tregs est observée, en condition physiologique, chez le
sujet agé (Rosenkranz et al.,, 2007). Enfin, une fréquence plus élevée de LyT
exprimant les chaines y et & du TCR (LyT TCRyd*) a aussi été observée dans le
LCR de patients parkinsoniens (Fiszer et al., 1994). En résumé, ces résultats mettent
en évidence une réponse lymphocytaire T complexe, périphérique et centrale,
caracteérisée par la co-existence de signes d'activation (recrutement intracérébral de
LyT) et de signes d'immunodéficience (défaut de fonction des Tregs, lymphopénie).
Relier ces anomalies au processus neuro-inflammatoire et a la
neurodégénérescence est un challenge important pour la compréhension
physiopathologique de la MP et pour le design de nouvelles stratégies

thérapeutiques ciblant le systéme immunitaire.
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f. Implication d’autres populations lymphocytaires

Outre I'implication des LyT classiques (portant un TCR af3), un réle de populations
lymphocytaires non conventionnelles telles que les Ly NK et les LyT yo est suggéré
dans la physiopathologie de la MP. En particulier, des études montrent que les
lymphocytes NK, présentent des perturbations de nombre ou de fonction au cours de
la pathologie.

Les lymphocytes NK (« Natural Killer »), aussi appelés cellules tueuses naturelles,
sont des cellules de limmunité innée, en mesure de lyser, sélectivement et
indépendamment de la présentation d’antigéne, les cellules tumorales ou les
cellules infectées, directement, ou en orientant la réponse des lymphocytes T et B,
au moyen de cytokines sécrétées et de présentation d’antigénes. lls n’ont de plus
pas besoin d’étre activés au préalable pour exercer cette activité. Les fonctions
cytotoxiques des NK sont régulées par un ensemble de molécules membranaires
exprimées par les cellules interagissant avec les NK (Vivier et al., 2008). La
destruction de la cellule cible ne se fera que si la somme des signaux activateurs
dépasse la seule présence d’un signal inhibiteur. Qui plus est, les cellules tumorales
ou infectées présentent a leur surface des antigénes contre lesquels le systéme
immunitaire a développé une réponse anticorps. Ainsi, les NK se fixent aux
cellules identifiées pour les détruire, soit via les voies perforines/granzymes ou
encore Fas (Trapani & Smyth, 2002; Tauzin et al., 2012) soit par un mécanisme dit
de cytotoxicité anticorps-dépendante (« Antibody-dependent cell cytotoxicity »).

Il a été montré que le nombre de cellules NK était augmenté dans le sang des
patients parkinsoniens (Niwa et al., 2012). Il a également été observé, chez les
parkinsoniens, que I'expression du récepteur inhibiteur NKG2A était diminuée a la
surface des NK périphériques, les rendant ainsi plus sensibles a I'activation (Mihara
et al., 2008).
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En résumé :

- Les maladies neurodégénératives et en particulier la MP induisent une
réaction neuro-immune mettant en jeu les molécules (systéeme du
complément) et cellules de l'immunité innée (microglie), mais également du
systeme immunitaire adaptatif (LyT).

- Le pic d’activité phagocytaire de la microglie est antérieur ou postérieur au
pic de neurodégénérescence. Une dérégulation des fonctions phagocytaires
pourrait amplifier les mécanismes autonomes de mort neuronale ou les
cellules microgliales pourraient éliminer les débris cellulaires neuronaux.

- L’IFN-y, principalement produite par les Th1 est connue pour activer les
macrophages. La cytokine Th2 IL-10 ainsi que les Tregs induisent une
protection envers les neurones dopaminergiques via la microglie.

- La microglie activée exprime les molécules CMH Il, impliquées dans la perte
dopaminergique et la prolifération des LyT CD4, et peut induire la formation
de formes anormales d’a-synucléine, puissant inducteur de la migration et de
I'activation microgliale, relarguées par les neurones dégénérés.

- Des évenements immuns périphériques, comme un effet pro-inflammatoire
de cytokines sanguines de patients parkinsoniens, peuvent modifier le
décours de pathologies neurodégénératives via une modification du
comportement de la microglie, ce qui pourrait participer a la
physiopathologie de la MP.

- Une réponse complexe et globale des LyT est mise en évidence par la co-
existence de signes d'activation (recrutement intracérébral de LyT) et de
signes de modifications immunes (lymphopénie, défaut de fonction des
Tregs, et augmentation des LyT cytotoxiques chez les patients
parkinsoniens).

- Des études montrent que les Ilymphocytes NK, présentent des

perturbations de nombre ou de fonction au cours de la pathologie.
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I.4. Le systeme dopaminergique

La MP étant principalement caractérisée par la dégénérescence des voies
dopaminergiques, la bonne connaissance de la neurophysiologie et de la neuro-
anatomie des structures mésencéphaliques impliquées ainsi que des neurones
dopaminergiques est primordiale afin d’étudier la pathologie de maniére pertinente.
Dans cette optique, la SN est par ailleurs d’'un intérét plus particulier, car cette

structure est la plus séverement touchée dans la pathologie.

a. Voies dopaminergigues mésencéphaliques

Dans le cerveau, la principale source de dopamine est représentée par les neurones
dopaminergiques mésencéphaliques. Grace aux avancées des techniques
d’histofluorescence au début des années 60, Dahlstrdom et Fuxe ont pu identifier les
neurones a dopamine dans le mésencéphale (Dahlstrom & Fuxe, 1964). Ces
neurones sont répartis en trois groupes de noyaux présents dans chaque
hémisphére. Ces groupes ont été nommés A8, A9 et A10 (Bjorklund & Dunnett,
2007). Selon cette nomenclature, la SN est la région A9, et I'aire tegmentale ventrale
(ATV) est la région A10. La SN est un petit groupe de neurones situé dans le
mésencéphale exprimant fortement la mélanine chez 'homme (ce qui donne la
couleur noire a ce noyau). Ce n’est pas une structure homogéne, et plusieurs types
de neurones y coexistent, se distinguant d’'un point de vue morphologique et
neurochimique. Les corps cellulaires des neurones dopaminergiques forment un
ensemble compact et uniforme, regroupés dans la SNpc, située dorsalement par
rapport a la SN pars reticulata (SNpr), constituée essentiellement de fibres
dopaminergiques et d’autres populations neuronales, entre autre les neurones
GABAergiques (Parent & Hazrati, 1995). Ces différentes populations neuronales sont
interconnectées au sein de la structure (Damier et al., 1999). La SN projette vers le
striatum principalement pour former la « voie nigrostriée ». Cette voie est
responsable du contrdle de la motricité volontaire. Des projections entre la SN et des
structures thalamiques ont été décrites (Cebrian & Prensa, 2010). L’ATV est située
dans la partie médiane et dorsomédiane de I'hémisphére par rapport a la SN. 80%
des neurones constituant cette structure sont dopaminergiques. Cette structure se

projette au niveau du systéme limbique et du cortex, pour former le systeme de
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réecompense de la « voie mésocorticolimbique » (Swanson, 1982), ayant des
connections avec le noyau accumbens. La SN s’étend caudalement et dorsalement
pour former le noyau A8, projetant sur les aires limbiques, corticales et striatales
(Bjorklund & Dunnett, 2007). Par ailleurs, il semble que les neurones
dopaminergiques de la SN projettent aussi sur les interneurones GABAergiques
striataux (Tepper, Abercrombie & Bolam, 2007).

Le schéma suivant reprend les différents réseaux dopaminergiques dans le cerveau
de souris adulte (Bjorklund & Dunnett, 2007):

Cortex

Le systéme dopaminergique n’a pas la méme complexité chez toutes les espéces, et
le nombre de cellules immunoréactives pour la tyrosine hydroxylase (TH) pour les 3
principaux groupes de neurones est d’environ 25 000 chez la souris, 45 000 chez le
rat et 500 000 chez 'Homme (Nelson et al., 1996; Damier et al., 1999).

b. Les neurones dopaminergiques

- Description morphologique

La partie dorsale du systéme dopaminergique mésencéphalique est constituée d’'une
part des neurones de I'ATV et de la SN, et d'autre part du noyau neuronal A8. Ce
noyau projette dans le striatum ventral et dorsal, le systéme limbique et le cortex. Les
neurones et fibres constituants le systéme dopaminergique divergent sur le plan

morphologique et fonctionnel, en une organisation complexe présentant différents
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marqueurs fonctionnels et patterns de projection (Bjorklund & Dunnett, 2007),
comme par exemple les boucles corticostriatales, et celles reliant la SNpr aux zones
sous-corticales chez le primate (Kitano, Tanibuchi & Jinnai, 1998; Borra et al., 2013).

- Synthése et libération de dopamine

La dopamine est synthétisée, a partir de la L-tyrosine, acide aminé précurseur.
Transformé par réaction enzymatique par la TH en L-3-4- dihydroxyphenylalanine (L-
DOPA), ce composé est transformé en dopamine par 'enzyme DOPA décarboxylase
cytoplasmique. Ensuite, la dopamine est transportée, notamment par le DAT,
principal transporteur de la dopamine, dans des vésicules pour y étre stockée au

niveau des synapses.

Le processus de synthése de la dopamine, régulé par la TH, enzyme limitante de

cette synthése (Daubner, Le & Wang, 2011) est représenté dans la figure suivante :
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La libération synaptique de la dopamine s’effectue par exocytose, déclenchée au
niveau de la terminaison neuronale par une dépolarisation membranaire, induisant
'ouverture des canaux calciques voltage-dépendants. Les vésicules fusionnent a la
membrane pré-synaptique et libérent la dopamine (Edwards, 2007). Le DAT est
exprimé modérément dans la partie dorsale de la SN, et fortement par les neurones
dopaminergiques de la partie ventrale, dont les dendrites projettent sur la SNpr et
innervent exclusivement le striatum. La dopamine libérée va agir sur des récepteurs

dopaminergiques généralement classés en deux groupes incluant cing sous-types de
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récepteurs. Le groupe de récepteurs D1 regroupe les récepteurs D1 et D5 et le
groupe de récepteurs D2 regroupe les récepteurs D2, D3 et D4 (Vallone, Picetti &
Borrelli, 2000). Ces récepteurs ont différentes propriétés dépendantes de leur
localisation dans le SNC, de leur micro-environnement, de leurs interactions avec
certains composés ainsi que de leur régulation qui peuvent changer d’un type a

'autre (Beaulieu & Gainetdinov, 2011).

c. Principales fonctions des systémes dopaminergiques mésencéphaliques

De nombreuses études montrent un réle important de la dopamine dans le contréle
de multiples fonctions neurophysiologiques, comportementales et intégratives (e.g.,
intégration des fonctions sensorielles, motivationnelles et motrices) (Ena, de
Kerchove d’Exaerde & Schiffmann, 2011; Salamone & Correa, 2012; Baldo et al.,
2013). Parmi ces fonctions de régulation, celle consistant a contréler la commande
motrice volontaire est la plus fortement touchée dans la MP. Ce contrble se fait par
'intermédiaire de boucles faisant intervenir la voie nigrostriée et certaines aires
motrices et prémotrices corticales. Dans ce processus, la SN a pour fonction
d’évaluer les actions dans I'environnement et de transmettre I'information aux aires
prémotrices afin de faciliter ou d’inhiber I'initiation de la commande motrice volontaire
(Lindenbach & Bishop, 2013).

Le systeme dopaminergique est la cible principale de la MP. En effet, des analyses
effectuées sur les cerveaux de patients atteints de la MP montrent des taux de
dopamine trés diminués dans la SN, ainsi que dans le striatum (Obeso et al., 2008).
Cette diminution s’accompagne de la perte des neurones dopaminergiques de la SN
et de troubles du contréle moteur (Plowman & Kleim, 2011). Un traitement a la L-
DOPA, qui augmente le niveau en dopamine, améliore les troubles des patients
parkinsoniens, montrant un lien direct entre la destruction des structures

dopaminergiques et les déficits moteurs (Tolosa et al., 1998).
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En résumé :

- Les corps des neurones dopaminergiques mésencéphaliques, répartis
en 3 groupes, A8, A9 (SN) et A10 (ATV), sont regroupés au sein de la SN
dans la SN pars compacta (SNpc), tandis que la SN pars reticulata
(SNpr) regroupe les fibres dopaminergiques.

- La SN projette vers le striatum principalement pour former la « voie
nigrostriée », responsable du contréle de la motricité volontaire.

- La dopamine, stockée au niveau des synapses avant d’étre libérée par
exocytose, est synthétisée a partir de la L-tyrosine, transformé par la TH
en L-DOPA, composé transformé en dopamine par I'enzyme DOPA
décarboxylase cytoplasmique.

- La dopamine libérée va agir sur les récepteurs dopaminergiques, de 5
sous-types différents (D1 a D5).

- La dopamine joue un réle important dans le contréle de la commande
motrice volontaire, fortement touché dans la MP. La SN sert de relais
entre I'environnement et les aires corticales prémotrices, afin de faciliter ou
d’inhiber I'initiation de la commande motrice volontaire.

- Des analyses montrent des taux de dopamine trés diminués dans la SN
et le striatum de patients parkinsoniens, la perte des neurones
dopaminergiques de la SN et des troubles du controle moteur.

- Un traitement a la L-DOPA, qui augmente le niveau en dopamine,

améliore les troubles des patients parkinsoniens.

11.5. Modéles animaux de la maladie de Parkinson

De par les différences d’espéces, les modéles animaux de la MP ne peuvent refléter
de maniere fidele la pathologie humaine. Toutefois, ils permettent de répertorier et
d’étudier in vivo, dans des conditions contrdlées, un certain nombre de processus
physiopathologiques fondamentaux qui sont possiblement mis en ceuvre dans la MP.
Idéalement, un modéle animal de la MP devrait étre en mesure de :

- mimer les troubles moteurs, leur développement sur un mode chronique et

leur sensibilité au traitement a la L-DOPA.

74



- provoquer une perte cellulaire dans les structures impliquées dans la MP,
principalement une perte de neurones dopaminergiques dans la SNpc.

- présenter des caractéristiques neuropathologiques similaires a celles de la
MP notamment en ce qui concerne la présence de corps de Lewy et

d’agrégats d’a-synucléine.

A ce jour, aucun modéle ne parvient & répondre & tous ces critéres, malgré la grande
diversité des protocoles employés et des especes animales utilisées, depuis les
primates non humains jusqu’a la drosophile en passant par les rongeurs. Outre les
problemes d’espéces, cette relative imperfection est liée pour partie a notre
meconnaissance de I'étiologie de la MP et a l'incapacité de reproduire le décours
progressif de la pathologie humaine sur plusieurs décades.

Dans ce chapitre, nous aborderons d’abord les modéles animaux obtenus par
transgénése, puis les modeéles induits par des pesticides et enfin les modéles

toxiques, les plus fréquemment utilisés de nos jours.

a. Modéeles génétiques

- Modéles d’altération de la protéine a-synucléine

Chez les patients parkinsoniens, les analyses biochimiques ont montré que les corps
de Lewy s’accumulant dans les neurones dégénérés résultaient essentiellement de
'agrégation de molécules d’a-synucléine mal conformées, (Kazantsev & Kolchinsky,
2008). De plus, il a été montré que de tels agrégats sont toxiques pour les neurones
dopaminergiques in vitro (Kalia et al., 2013a) et in vivo (Winner et al., 2011). D’autre
part, plusieurs mutations du géne de l'a-synucléine ont été observées dans les
formes familiales de la pathologie.

Les modéles d’animaux génétiquement modifiés consistent en la surexpression de
formes sauvages ou mutées de I'a-synucléine chez la souris ou chez la drosophile
(Giasson et al., 2002; Fleming et al., 2006; Alvarez-Fischer et al., 2008; Daher et al.,
2009; Watson et al., 2012; Siddique et al., 2013).

Plus particuliéerement, Giasson et collaborateurs ont les premiers produit des souris
geénétiguement modifiees exprimant une a-synucléine mutée (mutation A53T). Ces

souris présentent un défaut de redressement de la posture, une diminution de
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I'activité motrice allant jusqu’a une paralysie totale des membres et a la mort. On
observe également, des dépdts filamenteux d’a-synucléine dans le cerveau, toutefois
sans agrégats types corps de Lewy tels qu'observés dans la SN de patients
Parkinsoniens (Giasson et al., 2002). Récemment, l'introduction de la mutation A53T
d'a-synucléine a conduit chez la souris a un phénotype caractérisé par une activité
locomotrice réduite. Dans la méme étude une expression accrue du transporteur de
la dopamine (DAT) a la membrane des neurones, est associée a une augmentation
de la fonction de recapture de la dopamine dans le striatum, ainsi qu’ @ un nombre
moins important de neurones dopaminergiques dans la SN, et a des troubles
physiopathologiques associés (Oaks et al., 2013). Ces résultats soulignent
I'implication de I'a-synucléine dans des dysfonctionnements dopaminergiques, de la
voie nigrostriée.

D'une fagon générale, on considére que ces modéles basés sur l'expression d'une a-
synucléine mutée sont proches de la neuropathologie observée dans un contexte
large de synucléopathies humaines et qui dépasse la cadre strict de la MP.

Outre ces modéles murins, quelques modéles de MP ont été développés chez la
drosophile via l'expression forcée d'une forme mutée de I'a-synucléine, alors que la
forme sauvage est non-exprimée chez ces insectes (Scherzer et al., 2003; Waxman
& Giasson, 2009; Siddique et al., 2013). Ces modéles de drosophiles transgéniques
montrent une perte dopaminergique dans la SN, des inclusions intracytoplasmiques
d'a-synucléine et des troubles du contréle moteur (Bilen & Bonini, 2005; Du et al.,
2010). Quelques modéles basés sur la mutation du géne de I'a-synucléine chez le C.
elegans existent également et montrent des déficits moteurs ainsi qu'une perte de
neurones dopaminergiques (Kuwahara et al., 2012; Li & Le, 2013). Ces modéles non
murins, bien qu’imparfaits, sont simples a utiliser, peu colteux et permettent
d’explorer le rbéle physiopathologique d’'un grand nombre de génes conservés durant

I’évolution.

- Modéles d’altération du couple Pink1/Parkin

Un nombre croissant d’études s’intéresse aux modeles animaux des formes
familiales de la pathologie. Parmi les génes mutés impliqués dans ces formes
familiales, les génes a transmission autosomique récessive PINK1 (PARKG6) et
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Parkin (PARK2) ont mis en lumiére le role des dysfonctionnements mitochondriaux
dans la physiopathologie de la MP. La mitochondrie est sujette a de nombreux
mécanismes de fusion et de scission, faisant intervenir diverses protéines, dont
Parkin et PINK1, qui jouent un réle majeur dans la régulation physiologique et
fonctionnelle des mitochondries. En particulier, la Parkin, molécule du complexe
"ubiquitine-ligase" composant le protéasome, participe a la dégradation des
mitochondries non fonctionnelles par un mécanisme de mitophagie (Narendra,
Tanaka, Suen, & Youle, 2008 ; Yang & Yang, 2013). Cette dégradation des
mitochondries lésées est régulée par I'expression mitochondriale de PINK1, une
protéine sérine/thréonine kinase, menant au recrutement de la Parkin au niveau des
mitochondries, et entrainant des mécanismes de mitophagie (Narendra et al., 2010).
Une étude récente a aussi montré que le couple Parkin/PINK1 était impliqué dans le
maintien de lintégrité mitochondriale (Youle & Narendra, 2011). Dans cette voie,
PINK1 agit comme un “drapeau” qui s’accumule sur les mitochondries
dysfonctionnelles et recrute la Parkin qui marque ces mitochondries pour qu’elles
soient détruites par les lysosomes. Les auteurs avancent que, puisque l'altération du
couple PINK1/Parkin inactive cette voie, les patients présentant ces mutations
peuvent ne plus étre en mesure d’éliminer les mitochondries altérées, menant a des
dommages neuronaux. En faveur de cette hypothése, les souris PINK1 KO
présentent des troubles locomoteurs et des anomalies du systeme dopaminergique
(Glasl et al., 2012), ainsi qu'une susceptibilité accrue au MPTP (Haque et al., 2012).
Par ailleurs, les cultures de neurones dopaminergiques de souris PINK1 KO
présentent la particularité d'engager un programme apoptotique en réponse a la
dopamine (Gandhi et al., 2012). De la méme facgon, chez la drosophile, l'invalidation
de PINK17 induit une dégénérescence des neurones dopaminergiques et des
anomalies motrices accompagnant un dysfonctionnement mitochondrial (Sang et al.,
2007; Guo, 2012; Humphrey et al., 2012; Zhang et al., 2013).

En conclusion, les modéles animaux d’altération génétique du couple PINK1/Parkin
sont intéressants pour la compréhension des mécanismes associant dysfonctions
mitochondriales, stress oxydatif et mort neuronale dans le contexte des formes
familiales de MP (Harvey, Wang, & Hoffer, 2008 ; Matsuda, Kitagishi, & Kobayashi,
2013).
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b. Modéles induits par des pesticides

Des causes environnementales pourraient étre pour partie a I'origine de la MP. Parmi
les facteurs incriminés, les études épidémiologiques ont montré que I'exposition a
des pesticides, comme par exemple le paraquat et la roténone, pouvait provoquer
'apparition de la pathologie (Moisan et al., 2011; Kamel, 2013; Pezzoli & Cereda,
2013). En effet, les mitochondries des neurones dopaminergiques sont sensibles a la
toxicité du paraquat, qui réagit avec I'oxygéne moléculaire pour former des dérivés
réactifs de I'oxygéne et interagit avec le systéme de transport d’électrons des
mitochondries (Ossowska et al., 2006; Ren, Zhao & Sun, 2009). D’autre part, la
roténone est un insecticide d’origine naturelle dont les propriétés neurotoxiques dues
a son activité inhibitrice sur le complexe | de la chaine respiratoire des
mitochondries, entrainent une augmentation du stress oxydatif (Sherer et al., 2007).
Ce composé a été largement utilisé dans le monde agricole jusqu’a son interdiction
en 2007.

Il existe plusieurs modeéles animaux basés sur une intoxication par les pesticides
chez les rongeurs, la drosophile ou le C. elegans, traités de maniére aigue ou
chronique (Sherer et al., 2003; Mocko et al., 2010; St Laurent, O'Brien & Ahmad,
2013; Weetman et al, 2013). On observe dans ces modéles une
neurodégénérescence dopaminergique, provoquée par une action sur lactivité
respiratoire des mitochondries, ainsi que des anomalies motrices en partie similaires
aux troubles du comportement moteur observés au cours de la MP. Dans un modele
d’intoxication chez le rat, ont été observées des inclusions intracytoplasmiques,
riches a-synucléine et en ubiquitine, ainsi que des troubles du comportement moteur
(Alam & Schmidt, 2002). Cependant, les résultats obtenus dans ces diverses études
sont trés différents selon le protocole d’intoxication et I'espéce animale choisie. En
conclusion, les résultats obtenus dans ces différents modéles toxiques, sont
intéressants mais restent difficiles a interpréter et synthétiser, du fait de la grande
disparité des protocoles. Par ailleurs, les risques d’exposition aux pesticides utilisés

dans ces modeles sont un frein indéniable pour I'expérimentateur.
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c. Modéles induits par des neurotoxines

- Modele MPTP

Le MPTP est une neurotoxine découverte accidentellement aprés que des jeunes
toxicomanes ont développé un syndrome parkinsonien suite a l'utilisation d’héroine
de synthése (Langston & Ballard, 1983). De par son action toxique sur les voies
catécholaminergiques, et notamment les voies dopaminergiques, il provoque des
symptdbmes semblables a ceux de la MP. Ce composé franchit la barriére
hématoencéphalique, puis est métabolisé par la monoamine oxydase B (MA-B) en
ion 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP*), composé actif, via la molécule 1-methyl-4-
phenyl-2,3-dihydropyridium (MPDP). Il est ensuite transporté par le DAT dans les
neurones dopaminergiques de la SNpc ou il bloque l'activité du complexe | de la
chaine respiratoire des mitochondries (Blandini & Armentero, 2012; Przedborski &
Vila, 2003). Ainsi, une inactivation pharmacologique des transporteurs a
catécholamines induit une résistance aux effets neurotoxiques provoqués par le
MPTP (Bezard et al., 1999). Le MPTP est actuellement la molécule la plus utilisée
pour mimer la MP chez I'animal, essentiellement chez la souris, le primate non-
humain, le C. elegans et méme le poisson medaka mais trés peu chez le rat, du fait
d’'une résistance naturelle dont la cause reste a ce jour inconnue (Braungart et al.,
2004; Matsui, Gavinio & Takahashi, 2012; Schumm et al., 2012; Kavitha et al., 2013;
Kortekaas et al., 2013). Le modéle MPTP permet d’obtenir, sous certaines
conditions, des agrégats intracytoplasmiques d’a-synucléine, formant des inclusions
de type corps de Lewy. Ces expérimentations n'ont cependant pas été reproduites
par tous les auteurs (Kowall et al., 2000; Fornai et al., 2005; Shimoji et al., 2005).
Selon les espéces, le modele MPTP reproduit plus ou moins un certain nombre de
caracteristiques de la MP. |l est particulierement intéressant lorsqu'il est développé
chez le primate non-humain, car il y présente une bonne reproductibilité et est
relativement proche de la pathologie humaine tant en terme de
neurodégénérescence que de troubles du comportement moteur. Chez la souris, le
modele a été utilisé dans de nombreuses études pour étudier le réle du systéme
immunitaire et notamment celui des LyT dans la physiopathologie de la MP.
Toutefois, du fait de sa toxicité importante, le MPTP est une molécule dangereuse a
manipuler (d'aprés la procédure issue de "Research-Specific Standard Operating
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Procedure" (SOP) de I'Université de Washington, Environmental Health and Safety),

ce qui rend ce modele difficile a mettre en ceuvre.

-  Modéle 6-OHDA

La 6-OHDA, analogue hydroxylé naturel de la dopamine (Blum et al., 2001), est un
composé neurotoxique pour les neurones dopaminergiques. La 6-OHDA est injectée
classiquement dans le parenchyme cérébral (au niveau du striatum ou de la
substance noire) car cette substance ne traverse pas la BHE. Cette toxine est
utilisée pour modéliser la MP chez plusieurs espéces d'animaux (Roeling et al.,
1995), principalement le rat, le primate non-humain, et plus rarement la souris. A
noter de fagon intéressante que cette molécule a été retrouvée augmentée dans
'urine de patients atteints de MP (Andrew et al., 1993). La 6-OHDA exerce son effet
neurotoxique en 3 étapes : i) fixation aux transporteurs des catécholamines présents
au niveau des terminaisons synaptiques intrastriatales des neurones
dopaminergiques de la substance noire, ii) transport rétrograde jusqu'aux corps
cellulaires neuronaux, iii) induction d'un processus d'apoptose lié a wun
dysfonctionnement mitochondrial (Sachs & Jonsson, 1975; Glinka & Youdim, 1995;
Jeon, Jackson-Lewis & Burke, 1995). Plus spécifiquement, la 6-OHDA induirait
parallélement une élévation du stress oxydatif via la production de peroxyde
d’hydrogéne et de composés hydroxyles (Sachs & Jonsson, 1975), ainsi qu'une
inactivation du complexe | de la chaine respiratoire des mitochondries, ce qui aboutit
également a la libération de radicaux libres oxygénés.

Dans le modéle 6-OHDA, l'administration intrastriatale d'un analogue toxique de la
dopamine induit une dégénérescence sélective des neurones dopaminergiques de la
voie nigrostriée. A ce jour, il n’a pas été montré de lésions dans les différentes
structures cérébrales normalement touchées dans la pathologie humaine (Betarbet,
Sherer & Greenamyre, 2002). D’autre part, on ne reléve pas la présence d’inclusions
intracytoplasmiques d’a-synucléine. Cependant la 6-OHDA peut mimer chez le rat
certains troubles non moteurs observés dans la MP, notamment des troubles

comportementaux et cognitifs (Tadaiesky et al., 2008).
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Le modéle 6-OHDA que nous avons développé chez la souris nous a permis
d’aborder dans un systeme contrélé les mécanismes immunitaires impliqués dans la

neurodégénérescence des neurones dopaminergiques.

En résumé :

- Afin d’étudier la MP, des modéles animaux de la maladie sont mis en
place, reflétant de maniere imparfaite la réalité.

- lls permettent cependant d’étudier in vivo, dans des conditions
contrdlées, un certain nombre de processus physiopathologiques
fondamentaux qui sont possiblement mis en ceuvre dans la MP.

- Un modéle animal de la MP devrait étre en mesure de: mimer les
troubles moteurs, leur développement chronique et leur sensibilité
aux traitements, provoquer une perte neuronale surtout les neurones
dopaminergiques de la SNpc, des caractéristiques neuropathologiques
similaires a celles de la MP notamment |la présence de corps de Lewy et
d’agrégats d’a-synucléine.

- On peut citer les modéles basés sur I'altération de génes tels que SNCA
et le couple PINK1/parkin.

- Certains pesticides sont également utilisés comme modeéles de la MP
pour leurs propriétés neurotoxiques : la roténone et le paraquat.

- Certaines neurotoxines sont également utilisées comme modéles de la
MP, principalement le MPTP, en systémique, et la 6-OHDA, en

intracérébral.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

Ces dernieres années, les recherches se sont orientées vers le rble exercé par
limmunité adaptative, et plus spécifiquement, les LyT, en situation pathologique,
notamment en ce qui concerne les mécanismes d’'inflammation, et plus spécialement
au cas particulier de la neuro-inflammation, ayant un rdéle particulierement important
dans les maladies neurodégénératives. On voit clairement émerger des différents
travaux sur le sujet I'importance de telles cellules sur la surveillance immunitaire en
conditions physiologiques a la périphérie, mais aussi leur réle majeur en condition
pathologique dans les processus de mort neuronale au sein du SNC. Dans le cadre
de la MP, la ou les causes de la neurodégénérescence ne sont pas clairement
établies, et les recherches actuelles tentent de comprendre les raisons pour
lesquelles les neurones dopaminergiques au sein de la SN démontrent une telle
susceptibilité face a la mort. Il est aujourd’hui connu que la réaction microgliale est la
principale caractéristique de la réaction inflammatoire ayant lieu au cours de ce
processus de neurodégénérescence. Or, linfiltration de LyT au sein du parenchyme
cérébral dans un contexte de neuro-inflammation en lien avec une MP, est
aujourd’hui de plus en plus admise. A linstar de la microglie, les phénoménes
cellulaires et moléculaires relatifs aux LyT notamment la sécrétion de facteurs pro-
inflammatoires et/ou anti-inflammatoires et ses interactions physiques et/ou
chimiques avec les autres acteurs cellulaires impliqués dans ces processus de
neuro-inflammation et de mort neuronale, font I'objet de nombreuses études. Ces
études tendent a montrer que les différentes sous-populations lymphocytaires
pourraient jouer de multiples rdles, en fonction de leur environnement cellulaire et
moléculaire et des différentes cinétiques de ces nombreux facteurs. De par la grande
variabilité et instabilité des phénotypes des LyT, la complexité des processus peut
mener a la polarisation de la microglie vers un programme d’activation pro-
inflammatoire ou anti-inflammatoire. Ceci peut de ce fait refléter un mécanisme
spécifique a chaque point des multiples cinétiques cellulaires/moléculaires dans une
pathologie, et par extension a leurs modéles respectifs, et ne pas résulter d’'un

mécanisme général.
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Il existe peu d'études décrivant les réles conjoints de la microglie et des LyT dans le
contexte de la neuro-inflammation. De plus, de par I'apparente disparité de certains
résultats obtenus dans ces deux champs d’investigation, ces réles complexes et
multiples ne sont pas encore inscrits dans le cadre d’une théorie unificatrice des
mécanismes de neuro-inflammation. L’influence directe de l'infiltration lymphocytaire

sur les neurones reste a explorer.

Le but principal de ce travail de thése a été d’étudier le réle de linfiltrat
lymphocytaire sur [I'activation microgliale dans un contexte de

neurodégénérescence spécifique du systéme nigrostrié chez la souris.

Les hypothéses de ce travail de thése étaient que dans le modele murin 6-OHDA :
Un infiltrat de LyT pouvait étre observé, de caractéristiques semblables a ce qui
pouvait étre observé chez le patient parkinsonien.

Cette présence de LyT jouerait un réle important dans les processus d’activation des
cellules microgliales.

L'activité des LyT modulerait I'activation microgliale et réduirait ainsi la mort des
neurones dopaminergiques.

Cette activation microgliale ne serait pas modulée par d’autres types de cellules

immunes.

De ces hypothéses générales ont découlé plusieurs objectifs de recherche.

Le premier objectif visait a valider et analyser la présence de LyT dans le
parenchyme cérébral de patients parkinsoniens, au niveau de la substance noire, a
tous les stades de la phase symptomatique de la maladie. Pour ce faire, nous avons,
sur des tissus autopsiques de patients parkinsoniens, mené une étude en
immunohistochimie par la technique DAB, dans la substance noire, afin de cibler les
LyT CD3".

Le deuxiéme objectif consistait a mener en paralléle la méme étude dans le modele

murin 6-OHDA, en immunofluorescence, afin de cibler les LyT CD4" et les LyT CD8*.
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Ensuite, notre objectif visait a étudier en paralléle dans le modéle murin 6-OHDA
chez des souris immunodéficientes : I'activation microgliale, la perte de neurones
dopaminergiques et les altérations comportementales en relation avec un
dysfonctionnement de la boucle nigrostriée. A cet effet, nous avons induit le modéle
chez les souris Foxn1’- et les souris génétiquement modifiées CD3 « Knock-Out »,
déficientes en LyT

Le quatrieme objectif de ce travail de thése a été d’étudier les mémes paramétres
d'activation microgliale, de perte de neurones dopaminergiques et d’altérations
comportementales chez des souris présentant une immunodéficience combinée.
Pour ce faire, nous avons induit le modéle chez des souris génétiquement modifiées
Rag1, déficientes en LyT et B, et des souris « Knock-out » NOD SCID, déficientes en
LyT, B et en Natural Killers.

Ce travail de thése avait donc pour buts d'utiliser le modéle 6-OHDA pour : i)
déterminer in vivo le réle potentiel des LyT dans les mécanismes de
neurodégénérescence induits par la 6-OHDA, ii) Mettre en évidence un
dialogue entre les LyT et la microglie dans les mécanismes de neuro-
inflammation, iii) Montrer que les processus de neuro-inflammation en lien
avec les mécanismes de neurodégénérescence impliquent non seulement des
mécanismes immunitaires innés mais aussi issus de I'immunité adaptative.
Ces objectifs s'inscrivaient dans un projet global visant a mieux caractériser la neuro-
inflammation au cours de la MP dans le but de mettre au point de nouvelles

thérapeutiques immunomodulatrices.
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PARTIE Il
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I.1. Introduction de ’article 1

Mapping and kinetics of microglia/neuron cell-to-cell contacts in the 6-OHDA

murine model of Parkinson’s disease.

Publié dans Glia, octobre 2013

ETAT DE LA QUESTION

La MP est caractérisée par une neurodégénérescence du réseau dopaminergique
nigro-strié et par la présence de corps de Lewy dans le cytoplasme des neurones
dopaminergiques de la substance noire. D’autre part, il apparait clairement que la
neuro-inflammation est fortement impliquée dans cette pathologie. De nombreuses
études montrent que la mort neuronale serait dépendante de phénomeénes
environnementaux, impliqués dans [linitiation et/ou la progression de la mort
neuronale, entre autre par le biais des cellules gliales environnantes, comme la
microglie (Orr et al.,, 2005; Whitton, 2007), bien que des données suggérent
également une implication de I'immunité adaptative, notamment des LyT, dans les
mécanismes de mort neuronale (McGeer et al., 1988a; Brochard et al., 2009). Dans
les modéles murins de la MP utilisant la molécule neurotoxique MPTP, un réle
délétére de la microglie a été démontré par plusieurs équipes (Cardona et al., 2006;
Sriram et al., 2006), et il apparait que, dans ce modele, les LyT joueraient un réle
similaire (Brochard et al., 2009). En revanche, trés peu de travaux ont été effectués
dans le modéle murin 6-OHDA. Dans l'optique d’étudier les différents mécanismes
impliqués dans la neurodégénérescence, les présents travaux ce sont attachés a
étudier le versant inné de la réaction neuro-inflammatoire, que représente la

microglie activée, ainsi que les interactions entre les neurones dopaminergiques et la

89



microglie dans le contexte de mort neuronale induit par la 6-OHDA. Dans ce but, un
modéle 6-OHDA de neurodégénérescence chez la souris a été mis en place au sein
du laboratoire, ayant permis de : i) décrire une cinétique de I'activation microgliale, ii)
étudier son réle dans le processus de mort neuronale, iii) caractériser les contacts

physiques entre les neurones de la substance noire Iésée et la microglie.
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l.2. Introduction de ’article 2

T-cell deficient mice are highly susceptible to 6-OHDA-induced dopaminergic

neurodegeneration.

A soumettre dans Journal of Clinical Investigation, mai 2014

ETAT DE LA QUESTION

Il est aujourd’hui admis que les processus neuro-inflammatoires qui caractérisent
classiquement la MP s’accompagnent d’une infiltration de LyT (McGeer et al.,
1988a), que l'on retrouve dans le modéle murin MPTP (Brochard et al., 2009). Le
réle de cet infiltrat lymphocytaire est aujourd’hui encore mal décrit. Il a été montré
dans le modele MPTP, que ces cellules interagissent de maniére directe avec les
neurones dopaminergiques afin d’induire leur mort. En outre, il a été montré dans la
méme étude que I'absence de LyT chez des souris immunodéficientes apportait une
relative protection aux souris contre la toxicité du MPTP, conduisant a une diminution
de perte de neurones dopaminergiques (Brochard et al., 2009). Il a été conclu que
les LyT CD4" jouaient un rble délétére dans la mort des neurones dopaminergiques
dans la MP. Depuis, plusieurs études sont venues nuancer ces résultats (Liu et al.,
2009; Reynolds et al., 2009b; Gendelman & Appel, 2011; Ha et al., 2012). La
problématique semble donc plus complexe et relever de mécanismes moléculaires
encore inconnus a ce jour. De plus, ces travaux ont été effectués dans le modéele
MPTP souris de la pathologie, alors que peu d’études sont menées dans le modele
murin 6-OHDA. L'un des objectifs de ce travail était donc d'étudier Tlinfiltrat
lymphocytaire et son impact dans le contexte de mort neuronale induit par la 6-

OHDA. Pour se faire, nous avons utilisé le modele 6-OHDA de
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neurodégénérescence mis en place au laboratoire chez la souris nous permettant
d'utiliser plusieurs lignées de souris immunodéficientes pour : i) décrire une cinétique
de linfiltrat lymphocytaire, ii) étudier son réle dans le processus de mort neuronale,
iii) étudier les interactions entre les LyT et les autres populations cellulaires

impliquées dans le processus de mort neuronale.

RESULTATS

Ce travail fournit plusieurs données décrivant la cinétique d'infiltration ainsi que le
réle majeur des LyT dans la mort neuronale dopaminergique induit par la 6-OHDA.
Cette étude donne quelques résultats permettant d’en savoir d’avantage sur
I'implication de ces cellules dans les processus de neurodégénérescence. En

particulier, nos résultats ont montré :

- Uninfiltrat lymphocytaire au sein de la SN de patients parkinsoniens, de faible
intensité, région spécifique, et ne dépendant pas du stade évolutif de la

maladie.

- Un infiltrat lymphocytaire au sein de la SN de souris traitées a la 6-OHDA,
précoce, d’intensité similaire a ce qui a pu étre observé chez les patients,
connaissant un pic quelques jours aprés linduction du modeéle et région-

spécifique au sein du parenchyme.

- L’absence de contact direct entre les IyT et les neurones dopaminergiques

chez les patients parkinsoniens ou les souris 6-OHDA.

- Une augmentation significative de la sensibilité a la toxine 6-OHDA chez les

souris immunodéficientes, non-impactée par une immunodéficience combinée.

- Une activation dans le thalamus des souris 6-OHDA, substantiellement

augmentée chez les animaux immunodéficients.

- Des troubles moteurs spontanés chez une souche de souris déficiente en LyT.

La présence de LyT chez les souris injectée avec la 6-OHDA observée précocement

dans ce travail, mise en lien avec la cinétique d’activation microgliale et de perte
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neuronale décrite lors d’une précédente étude menée par notre équipe (Virgone-
Carlotta et al., 2013), permet de supposer que les LyT ont un réle important a jouer
dans la mise en place des processus d’activation microgliale, elle-méme impliquée
dans les mécanismes déléteres de mort neuronale. Ces résultats sont appuyés par
le fait qu’une immunodéficience combinée n‘augmente pas d’avantage la sensibilité
des animaux a la toxine, par rapport a des animaux uniquement déficients en LyT.
En ce sens, ces résultats sont en accord avec les publications antérieures montrant
limportance des LyT dans les mécanismes de mort neuronale (Brochard et al.,
2009), méme si, a contrario des résultats de ces travaux, cette influence ne semble
pas s’exercer de maniére directe sur les neurones, mais plutét par I'intermédiaire des
cellules microgliales, comme le suggerent les différentes cinétiques et le fait
gu’aucun LyT n’ait été observé a proximité directe des neurones dopaminergiques,
que ce soit dans les tissus autopsiques humains, ou bien dans notre modéle. Ce rble
des LyT semble transitoire dans notre modéle, comme le suggere la diminution de
densité observée 7 jours apres lésion, et ainsi induire I'activation microgliale.
L’augmentation de sensibilité a la toxine 6-OHDA observée chez les souris
immunodéficientes sont en contradiction avec les données obtenues dans le modéle
MPTP (Brochard et al., 2009). La similarité des souches utilisées dans ces deux
études (et spécifiguement les souris Knock-Out Rag?) permet d’avancer un réle
différent des LyT dans notre modéle. Il a été montré que des LyTeffs pouvaient avoir
des fonctions régulatrices sous certaines conditions dans un contexte de
neurodégénérescence (Kipnis et al., 2004). Il est possible également que les sous-
populations régulatrices de LyT jouent un réle plus important dans notre modéle. |
est a noter que l'injection en i.p. de 6-OHDA entraine une augmentation du nombre
de LyTregs circulants par destruction de I'innervation du systéeme sympathique a la
périphérie (Bhowmick et al., 2009).Cependant, il n’existe aucune donnée sur I'impact
d’'une injection intrastriatale de 6-OHDA sur les sous-populations lymphocytaires
dans [l'organisme. Cependant, de nombreuses données issues du modéle
MPTP tendent @ montrer que les Tregs pourraient jouer un réle dans la modulation
des processus de neurodégénérescence (Reynolds et al., 2007, 2010; Liu et al.,
2009; Gendelman & Appel, 2011; Chung et al, 2012). On peut donc émettre
I'hypothese que les differences de résultats observées entre les deux modéles
proviennent d’une implication distincte des sous-populations Ilymphocytaires

93



impliquées dans ces mécanismes de mort neuronale. En d’autres termes, |l
semblerait que les Tregs aient un réle prépondérant a jouer dans la modulation de
I'activation microgliale impliquée dans la mort des neurones dopaminergiques. Ces
résultats sont en adéquation avec les données obtenues chez les personnes agées,
en condition physiologique, chez qui une augmentation du nombre de Tregs a été
observée (Rosenkranz et al., 2007), tandis que les patients parkinsoniens voient leur
nombre de Tregs significativement réduits (Saunders et al., 2012). De méme,
l'observation d’une activation microgliale au sein du thalamus, structure
fonctionnellement reliée a la substance noire, plus importante chez les souris
immunodéficientes, fait écho a des données obtenues chez les patients
parkinsoniens, et impliquant le thalamus dans la pathologie (Parent & Hazrati, 1995;
Halliday, 2009; Pedrosa et al., 2012; Bosch-Bouju, Hyland & Parr-Brownlie, 2013;
Potter-Nerger & Volkmann, 2013).

CONCLUSION

La cinétique  d’infiltration lymphocytaire  dans les processus  de
neurodégénérescence, avec un pic précédant celui de lactivation microgliale,
suggére des mécanismes précoces de contrdle de I'activation microgliale par les
LyT. De plus, ce travail de thése apporte des données innovantes concernant le réle
de ces cellules sur le contrle de la microglie. Nous pouvons faire I'hypothése que
dans notre modéle, ce contrble est protecteur dans les processus de mort des
neurones dopaminergiques via la modulation de l'activation microgliale, et implique
certaines sous-populations lymphocytaires, dont l'instabilité phénotypique pourrait
expliquer les différences de résultats observées dans la littérature. Les résultats
concernant les meécanismes moléculaires par lesquels le recrutement et la
différenciation des sous-populations lymphocytaires s’effectuent, ainsi que ceux
impligués dans la modulation de [lactivation microgliale nécessitent d’étre

approfondis.
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Introduction

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder that predominantly affects
the dopaminergic neurons of the susbtantia nigra pars compacta (SNpc). With an
incidence reaching approximately 1/250 in people over 65 years, PD represents a
major challenge for health care systems in western countries (Wirdefeldt et al.,
2011). Indeed, although symptomatic treatments allow dopamine deficiency to be
compensated for a time, there is yet no cure for PD and mechanisms supporting
dopaminergic neurodegeneration are poorly understood. Increasing evidence
indicates that PD is not a purely neuronal, cell-autonomous disorder (Hirsch et al.,
1998). In particular, an immune-mediated amplification of neurodegeneration is
thought to occur that involves, notably, microglia. Thus, a robust microglial activation
was demonstrated in the SNpc of PD patients (McGeer et al., 1988, 2001) as well as
in different animal models of PD (Depino et al., 2003; Rodrigues et al., 2001).
Moreover, in the 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) murine model
of PD, several microglia-related molecules were shown to be crucial to the
development of dopaminergic neurodegeneration (Hirsch et al., 1998; Liberatore et
al., 1999). These include in particular TNF-a (Sriram et al., 2006), IFN-c (Mount et al.,
2007), Mac-1 (Hu et al., 2008), CX3CR1 and 18-kDa Translocator Protein TSPO
(Cardona et al.,, 2006; Maia et al., 2012). Nevertheless, while neuron/ microglia
molecular crosstalk has been extensively investigated, the direct cell-to-cell contacts
that may support microglia/ neuron interactions are ill defined in PD and its animal
models. Assessing such interactions is of particular importance since microglial cells
are known to sense the neuronal microenvironment by continuously extending and
retracting their processes and ramifications (Davalos et al., 2005; Hines et al., 2009;
Nimmerjhan et al., 2005). In addition, at least two types of microglia/neuron cell-to-
cell contacts were previously reported that do not relate with phagocytosis per se.
First, under developmental conditions, microglia and neuronal cell bodies were
shown to closely appose during microglia-induced neuronal apoptosis (Marin-Teva et
al.,, 2004). Second, in adult mice, microglial ramifications were found to monitor
integrity and functional state of synapses through transient contacts that establish
periodically in a time-scale of minutes (Paolicelli et al., 2011; Schafer et al., 2012,
2013; Tremblay et al., 2010; Wake et al., 2009). However, little is known about such
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microglia/ neuron physical interactions under conditions of neurodegeneration such
as PD. In this study, we mapped microglia/ neuron intercellular contacts in the 6-
OHDA murine model of PD and assessed the links between these interactions and
the time-course of 6-OHDA induced neuroinflammation, neurodegeneration, and

behavioral alterations.

Materials and Methods

Animals

All animals used in this study were female mice aged 10 to 14 weeks old at the time
of experiments. C57BI/6 female mice were obtained from Roger Janvier (Le Genest
Saint Isle, France). DAP12 Knock-In or CX3CR1GFP/+ mice (Fuhrmann et al., 2010)
were obtained from colonies bred respectively at the “Ecole Normale Supérieure de
Lyon” (from Pierre Jurdic’s team) and “Faculté Créteil” (from Romain Gherardi’s
team). DAP12 (DNAX adaptor protein 12) is a transmembrane adaptor molecule that
associates to immune receptors expressed on natural killer cells (NK cells) and
myeloid cells such as macrophages, microglia and dendritic cells (Lanier, 2009).
Several receptors exerting major functions in microglia associate to DAP12 and
induce intracellular signaling pathways via the immunoreceptor tyrosine-based
activating motif (ITAM) bore by DAP12. These receptors include notably the M-CSF
receptor (Macrophage Colony-Stimulating Factor; Otero et al.,, 2009), TREM-2
(Triggering Receptor Expressed by Myeloid cells 2; Colonna, 2003) and CD11b
(Linnartz and Neumann, 2013). It has to be noticed that besides a decreased density
of microglial cells (Otero et al., 2009), DAP12 Knock-In mice harbor developmental
CNS alterations such as hypomyelination (Nataf et al., 2005) and impaired synaptic
functions (Bessis et al., 2007; Roumier et al., 2004). Mice were acclimated to their
environment one week prior to surgery. Animals were kept under controlled
temperature and humidity with food and water provided ad libitum, with a circadian
cycle of light/ dark 12/12 h during the entire time of experiments. Approval from the
Regional Committee for Animal Ethics of Rhone-Alpes was obtained for all animal
experiments performed in this study.
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Stereotaxy

Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of xylasine/ketamine (10 and 100
mg/kg, respectively). Then, 2 uL of 6-OHDA (Tocris) diluted at a concentration of 4
Mg/pl in 0.02% ascorbic acid were injected into the left striatum (1 pL/min) using a
stereotaxic apparatus, according to the following coordinates relative to bregma: 20.7
mm anteroposterior, 2 mm lateral, 22.4 mm deep (Meissner et al., 2005). The
opposite side was left free from injection and served as a negative control for
histological analyses (Schober et al., 2004). Moreover, in each experimental group,
one to two animals received an unilateral intrastriatal injection of 2 uL ascorbic acid

0.02% diluted in 9& NaCl (Sigma) as a negative control.

Apomorphine-Induced Rotation Test

An apomorphine-induced rotation test was performed to assess and quantify
functional alterations of the nigrostriatal dopaminergic system in 6-OHDA injected
mice, as previously described in 6-OHDA rats (Przedborski et al., 1995). This
behavioral test was performed on days 4, 7, and 14 following intrastriatal injection of
6-OHDA. Briefly, apomorphine (Sigma; 0.4 mg/kg diluted in NaCl 9&) was injected
intraperitoneally (i.p.) and the circling behavior of mice was then assessed. The
number of rotations as well as their laterality (ipsilateral or contralateral to the
intrastriatal injection side) was recorded manually over a period of 30 min, 20 min
following i.p. injections. For each group of 6-OHDA injected mice tested, control
healthy mice or that had been injected intrastrially with vehicle alone (i.e., ascorbic
acid) were assessed in parallel. Immunohistofluorescence At days 4, 7, or 14 post-6-
OHDA injections, animals were euthanized by a lethal intraperitoneal injection of
pentobarbital following intracardiac perfusion with paraformaldehyde 4% under deep
anesthesia. 14-mm-thick coronal sections were performed on the caudal part of
brains and free-floating sections crossing the SNpc were further processed for
immunohistochemistry. Briefly, following incubation in blocking solution (PBS—-BSA
4% supplemented with 10% normal goat serum and 0.1% Triton) for one hour at
room temperature, slices were incubated overnight at 4_C with a rabbit anti-mouse

TH polyclonal antibody (Chemicon International) diluted 1:1500 in PBS and/or a rat
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anti-mouse F4/80 monoclonal antibody (Serotec) diluted 1:100 in PBS. Slices were
then rinsed in PBS and incubated for two hours at room temperature with Alexafluor
555-conjugated goat anti-rabbit antibody (Molecular Probes) and/or Alexafluor 488-
conjugated goat anti-rat antibody (Molecular Probes) diluted respectively 1:1000 and
1:500 in PBS. Finally, coloration with DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) was
performed to visualize nuclei and slices were mounted on gelatinized slides before
examination on a confocal fluorescence microscope (Leica TCS SP2) for confocal
imaging of 14-Im z-stacks. When needed, selected areas were digitally photographed
on a Zeiss Axioplan Il microscope to obtain mosaic views. 3-Dimension (3D)
reconstitutions were performed from confocal images obtained at 633 using Amira

Software (see below).

Quantitative Analysis of TH* Cell Loss

For each animal examined, TH* cells were counted manually on digital
photomicrographs of the SN obtained from 15 to 20 immunostained sections
covering the largest anteroposterior axis of the SN as determined by the atlas of
Paxinos and Franklin. The ratio of TH* cells recorded in the SN ipsilateral to the
injection site, relative to the contralateral side, was then calculated allowing TH cell

loss to be estimated.

Quantitative Analysis of Microglial Density

In preliminary experiments, co-immunostainings of TH* neurons and microglia were
found to be technically difficult using the microglial markers CD68, CD11b, or CMHII.
Indeed, in our hands, only co-immunostainings of TH* neurons and F4/80" microglia
allowed a precise mapping of neuron/microglia interactions. However, in order to
confirm these results, we also performed experiments in CX3CR1GFP/+ mice, in
which both resting and activated microglial cell bodies could be visualized without the
need of immunohistochemical labeling (Fuhrmann et al., 2010). For the quantification
of F4/80 microglial density, SNpc sections were double-labeled with anti-TH and anti-
F4/80 antibodies and quantified using Image Jvs analysis software. For all sections
analyzed, quantification was performed in three fields covering distinct regions of the
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SNpc. Images from selected areas were digitally photographed under 203
magnification using the Confocal Microscope Laser Scanning (Leica TCS SP2). A
region of interest (ROI) was first defined and measured in each area analyzed (mean
surface area 5 0.056 mm:), of the injured and opposite SNpc. Surfaces covered by
F4/80 were then automatically detected after setting of a threshold. Finally, the area
of F4/80 immunostaining was indexed to the total area covered by the ROI, allowing
thus a F4/80* microglial density to be estimated. For each time point analyzed,
immunohistological assessment of TH* cell loss and F4/80* microglial density was
performed on five mice. In parallel experiments, the density of microglial cells was
determined by counting GFP* microglial cell bodies in the SN of CX3CR1¢FP/* mice
injected intrastrially with 6-OHDA. Free-hand countings of GFP* microglial cells were
realized in the injured and contralateral SN, previously delimited by TH staining in six
6-OHDA-injured mice and in one control CX3CR1C¢FP* mice. The absolute number of
GFP* cells was then indexed to the total area covered by the ROI in the injured or

contralateral SN, allowing thus microglial density to be estimated.

Quantitative Mapping of Microglia/ TH* Cells

Interactions in the SNc of 6-OHDA C57BL/6 or CX3CR1GFP* mice Cell-to-cell
contacts between TH* neurons and F4/80* or GFP* microglia were assessed both
quantitatively and qualitatively. Briefly, the percentage of TH* neuronal somas
harboring contacts with microglial cell bodies or microglial ramifications was
assessed by free-hand counting in randomly chosen ROI in the injured SNc and in
the contralateral SNc, under 633 magnification. Analyses were performed in SNc
obtained from 6-OHDA mice sacrificed on day 4 (seven C57BI/6) or day 7 (seven
C57BI/6 mice and six CX3CR1C¢FP* mice) post-6-OHDA injection. Image Processing
and 3D Reconstruction The Confocal Microscope Laser Scanning performed image
acquisition by optical sectioning process. With a motorized stage, a minimum of 20
optical sections have been recorded through the Z axis by step of 0.6 pym maximum.
The confocal images stacks were treated by a three-dimensional visualization
software: Amira version 3.1 (Visage Imaging, Feurth, Germany). To create 3D
animations and pictures, an isosurface method was used that generated geometric
surface that represents points of a constant value as a limit between shadow and
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brightness of a staining. This limit was defined through an adjusted threshold. This
representation was used to show TH* neurons and F4/80* or GFP* microglia.

Statistical Analysis

All data are given as the mean 6 standard error of the mean (SEM). Values from ipsi-
and contralateral sides were compared within each animal using a non-parametric
two-tailed Mann-Whitney U test. Comparisons of 6-OHDA injected animals with
vehicle-treated ones were performed using an unpaired Student’s t-test. The level of

statistical significance was set at P < 0.05.

Results

Time Course of TH* Neuronal Cell Loss and Behavioral Alterations in C57BI/6

Injected Mice

The loss of TH* neurons in the injured SNc as compared with the contralateral side
was estimated as follows: 26 6 4%, on day 4 post-injury (p.i.), 29.4 6 2.6% on day 7
p.i., and 35.05 6 0.6% on day 14 p.i. (Fig. 1A,B). Interestingly, such a neuronal cell
loss reached significantly higher levels on day 14 as compared with day 4 or 7 p.i.
(Fig. 1A,B) indicating that dopaminergic neurodegeneration in this model is not an
acute process. Supporting this view, we could observe significant alterations of the
apomorphine-induced rotation test occurring as early as day 4 p.i., peaking on day 7

p.i., and remaining until day 14 p.i. (Fig. 1C).

TH* Neuronal Cell Loss, Behavioral Alterations and Microglial Accumulation in DAP-

12 Knock-In Injected Mice

To address the question of the function of microglia during neurodegeneration, we
used DAP-12 KI mice in which macrophages/microglia are defective with regard to
their number and functions (Colonna, 2003). The loss of dopaminergic neurons after
6-OHDA injection was significantly lower in injected DAP-12 Kl mice as compared
with injected C57BI/6 WT mice (18.2 6 1.5% on day 4 and 17.8 6 2.7% on day 7
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versus 26 6 4% on day 4 and 29.4 6 2.6% on day 7 in C57BI/6 WT-injected mice, *P
< 0.05, non parametric two-tailed Mann-Whitney test) (Fig. 2A—C). Accordingly,
behavioral alterations were significantly less pronounced in injected DAP-12 Kl mice
than in injected CS57BI/6 WT mice (Fig. 2D). Finally, as expected, microglial
accumulation was dramatically less pronounced in injected DAP-12 Kl mice as
compared with injected C57BI/6 WT mice (Fig. 2E,F). Altogether, these results
suggest that in our 6-OHDA model, as previously reported in the MPTP model
(Liberatore et al., 1999), microglia plays a major deleterious role in the

physiopathology of dopaminergic neurodegeneration.

Kinetics of F4/80* Microglial Accumulation and Appositions Between TH* Somas and
Microglial Somas in the SNc of C57BI/6 Injected Mice

When assessing the density of F4/80" microglial cells in the SNc, we found that
microglia significantly accumulated in the injured SNc as compared with the
contralateral side (Fig. 3A,B). Interestingly, such a microglial accumulation was
maximum on day 7 p.i. then dramatically dropped on day 14 p.i. (104 6 10%, 110 6
17%, 11 6 1.3% on days 4, 7, and 14 p.i., respectively). We then sought to identify
and map cellto- cell contacts between microglia and dopaminergic neurons in the
SNc of 6-OHDA intoxicated mice. The first type of interactions we observed
consisted in direct appositions between TH* somas and microglial cell bodies labeled
with F4/80 (Fig. 3C-E). Indeed, on day 4 p.i., we found such appositions in as much
as 32.7 6 5.5% of TH* neurons in the injured SNc as compared with 2.6 6 1.7% in the
contralateral side (**P < 0.01, non-parametric two-tailed Mann— Whitney test, Fig.
3F). Interestingly, we observed that multiple TH* somas presenting such appositions

harbored fragmented nuclei, indicative of programmed cell death (Fig. 3D,E).
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Microglial Density and Appositions Between TH* Somas and GFP* Microglial Somas
in the SNc of CX3CR1¢FP* Injected Mice

Similarly in CX3CR1€FP* mice, in which both microglial ramifications and microglial
cell bodies are efficiently visualized, a significant increased density of GFP* microglia
was demonstrated in the injured SNc as compared with the contralateral SNc on day
7 p.i. (263 6 28 cells/mm2 versus 132 6 20 cells/mm2, **P < 0.01, non-parametric
two-tailed Mann-Whitney test, Fig. 4A,B). In 6-OHDA-injected CX3CR1CGFP* mice,
25.6 6 5.7% of TH* neurons were in close apposition with GFP* microglial cell bodies
in the injured SNc as compared with only 3,5 6 2% in the contralateral SNc, on day 7
p.i. (Fig. 4C,G). As observed in injected C57BI/6 WT mice, multiple TH* somas
apposed to GFP* microglial cell bodies harbored fragmented nuclei (Fig. 4D).
Overall, these results demonstrate that in our mice model, a significant loss of
dopaminergic neurons can be observed that is accompanied with both behavioral
alterations and a robust microglial accumulation in the injured SNc. Moreover, close
appositions occur between microglial cell bodies and the soma of apoptotic

dopaminergic neurons.

Cell-to-Cell Contacts Between TH* Somas and Microglial Ramifications in the SNc of
C57BI/6 and CX3CR1CP* Injected Mice

Besides microglial cell bodies, we also observed F4/80* microglial ramifications
contacting TH* somas (Fig. 5A,B). Such interactions were observed in 78.7 6 2.9% of
TH* somas on day 4 p.i. and 55.8 6 9.7% on day 7 p.i (Fig. 5C) as compared with
less than 30% in the contralateral SN (*P < 0.05, non-parametric two-tailed Mann—
Whitney test). Interestingly, in the great majority of TH* somas interacting with
microglial ramifications, we did not observe fragmented nuclei indicative of
programmed cell death. Also, we could demonstrate microglial ramifications that
established close interactions with TH* neurites (Fig. 5B). Similarly in CX3CR1CGFP#
injured-mice, 39.3 6 7% of TH* neurons were in close apposition with microglial
ramifications as compared with 14.5% in the contralateral SN on day 7 p.i. (*P < 0.05,
non-parametric two-tailed Mann-Whitney test; Fig. 5D). To further analyze cell-to-cell
contacts between microglial ramifications and TH® somas, 3D confocal

105



reconstitutions were performed from double stainings of microglia (F4/80 for C57BI/6
mice and GFP for CX3CR1¢FP* mice) and TH* dopaminergic neurons (Fig. 6A and
Supp. Info. Movie 1). To our surprise, microglial ramifications not only contacted TH*
somas but some of them penetrated TH* somas (Fig. 6B,C). In addition, we could
also observe microglial ramifications that crossed over TH* somas (Fig. 6D-G and
Supp. Info. Movie 2). Interestingly, it has to be noticed that these penetrating
microglial ramifications were demonstrated in TH* somas that did not present nuclei

fragmentation (Fig. 6D,E).

Demonstration of TH* vacuole-like structures in the Cytoplasm of Microglia in the
SNc of CX3CR1CGFP* Injected Mice

In the vicinity of TH* neurons, numerous GFP+ microglial cells harbored a rounded
TH* “vacuole-like” staining with a size of 1 to 2 mm (Fig. 7A and Supp. Info. Movie 3).
Such TH* staining could be observed in microglial cells that were not closely
apposed to TH* somas and, in contrast, none of the TH* neurons examined
presented a detectable intracytoplasmic GFP+ fluorescence. Interestingly, we could
estimate that 39.8 6 15.5% microglial cells in the injured SNc harbored a TH*
intracytoplasmic vacuole-like staining (Fig. 7B, n 5 5). 3D reconstitutions of TH*
microglial cells were then performed allowing to firmly establishing that TH*
inclusions corresponded indeed to intracytoplasmic TH* “vacuole-like” (Fig. 7C and
Supp. Info. Movie 4). These results suggest that microglia exerts a microphagocytic

activity toward TH* neurons in the injured SNc.

Discussion

A number of studies demonstrated the deleterious role of microglia in the murine
MPTP model of PD (Cardona et al., 2006; Gao et al., 2003; Sriram et al., 2002; Wu
et al., 2002). In contrast, there are yet few works about microglia functions in the
murine 6-OHDA model that constitutes a partial lesion model inducing progressive
and retrograde neurodegeneration corresponding to an early symptomatic stage of
PD. In this view, this study provides several key data describing the time-course of

microglial accumulation in relation with behavioral alterations and neurodegeneration.
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These results argue for a major role of microglia in 6-OHDA-induced dopaminergic
neurodegeneration. In particular, microglial accumulation preceding the maximum of
TH* cell loss strongly suggests that microglial cells do not exclusively support
scavenger functions in this model. Interestingly, we observed that in the SNc of 6-
OHDA injected mice, microglial density increased somehow transiently as it returned
to baseline levels as early as day 14 post-injection in spite of neuronal loss
progression (Fig. 8). These results are in agreement with previous studies performed
in mice acutely intoxicated with MPTP (Kurkowska-Jastrzebska et al., 1999;
Liberatore et al., 1999) and in rats intrastrially injected with 6-OHDA (Maia et al.,
2012; Marinova-Mutafchieva et al., 2009; Rodriguez-Pallares et al., 2007). However,
besides these descriptive results, we were able to show that DAP-12 Knock-In mice
presented less inflammatory reaction in response to 6-OHDA, and were significantly
less susceptible to neurodegeneration. Molecular mechanisms underlying the
protective effect observed in DAP-12 KI mice are yet to be assessed. Indeed, this
result is possibly related to the constitutive decreased density of microglia in DAP-12
deficient mice (Otero et al., 2009) and/or to an altered functional of microglia in these
mice. In this regard, Wakselman et al. (2008) showed that convergence of signals
mediated by DAP-12 and CD11b triggered neuronal apoptosis in the developing
hippocampus in mice. Whatever mechanisms are involved, our results demonstrate
that microglia participate to the process of dopaminergic neurodegeneration, induced
by 6- OHDA.

Another goal of the present work was to map cell-to-cell contacts between TH*
neurons and microglia during dopaminergic neurodegeneration in mice. A
quantitatively important mode of neuron/microglia physical interactions consisted in
close appositions between microglial cell bodies and TH* somas. Interestingly, such
contacts were demonstrated with a higher frequency on day 4 post-injection (32.7%
of TH* neurons), before the maximum of TH* cell loss was reached, i.e., on day 14
post-injection. At this later time point, we could not observe close appositions
between microglial cell bodies and TH* somas. Comparative time courses of
neuroinflammation, neurodegeneration and microglia/neuron cell-to-cell contacts
suggest that microglial accumulation occurs early during the time course of TH* cell
loss and is accompanied by increased cell-to-cell contacts between microglia and
TH* neurons (Fig. 8). Interestingly, multiple TH* neurons in contact with microglia
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harbored nuclei fragmentation, indicating an ongoing apoptotic process. Nuclei
fragmentation of apoptotic neurons was also reported in the 6- OHDA rat model
(Marinova-Mutafchieva et al., 2009). Along the same line, we recently demonstrated
the expression of caspases 3 and 7 in TH* neurons and the neuroprotective function
of autophagy in the 6-OHDA murine model (Fouillet et al., 2012). Moreover, it was
shown that in the developing cerebellum, appositions between microglia and
apoptotic neurons were accompanied by a pro-apoptotic activity of microglial cells
toward neurons (Marin-Teva et al., 2004). As we have shown that DAP-12 Kl mice
were partially protected against 6-OHDA effects, one may hypothesize that microglia,
possibly via DAP-12-mediated mechanisms, might be mandatory for the completion
of programmed cell death in TH* neurons. Whether cell-to-cell contacts are
dispensable in this process remains to be established. In this regard, it has to be
noticed that a number of membranous receptors and their cognate membranous
ligands are expressed on microglia and neurons (Biber et al., 2008; DeHaas et al.,
2007). Besides apposition between microglia and TH* somas, a surprising finding
was the demonstration of microglial ramifications entering the soma of apparently
non-apoptotic TH* neurons. In spite of their relatively large diameter, these
penetrating ramifications partly resemble the so-called tunneling nanotubes that
support communications between cells in vitro and possibly in vivo (Gerdes et al.,
2009; Kfoury et al., 2012; Onfelt et al., 2005). However, the concomitant presence of
TH* vacuole-like structures in the cytoplasm of GFP+ microglia strongly suggests that
penetrating microglial ramifications actually support a process of microphagocytosis
toward TH neurons. Such an activity of microphagocytosis is likely quantitatively
important as nearly 40% of microglial cells in the injured SNc harbored TH* vacuole-
like structures. Such a behavior of “cell pinching-off’ or nibbling was previously
demonstrated in dendritic cells as a mean to capture antigens from living cells
(Harshyne et al., 2001, 2003). Interestingly, this process requires sustained cell-to-
cell contacts and generates endocytic vesicles of 1 mm size within the cytoplasm of
dendritic cells (Harshyne et al., 2001, 2003). In this view, our results raise the
possibility that penetrating microglial ramifications similarly support a process of
nibbling from living TH* neurons. On this basis, penetrating microglial ramifications
would represent a new mode of neuron/microglia physical interactions through which

microglia might sense neuronal intra-cytoplasmic events and/or capture neuronal
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antigens under specific pathological conditions (Fig. 8). In this functional scheme,
one may extrapolate that neuropathogenic intracytoplasmic proteins such as mutated
synuclein or abnormally phosphorylated tau protein might be sensed by microglia
before being exposed, and possibly altered, in the extracellular space (Clavaguera et
al., 2009; Freundt et al., 2012). While synaptic stripping by microglia is not admitted
by all authors (Siskova et al., 2009; Tremblay et al., 2010; Wake et al., 2009;
Yamada et al.,, 2011) our work indicates that alternatively, microglia might alter
and/or sense neuronal functions via nibbling from living cells. Mapping the full range
of neuron/microglia interactions and the time-course of these events is of major
importance to understand the role of microglia in neurodegenerative diseases. In this
context, not only paracrine signals but also physical cell-to-cell contacts have to be
considered as supports of neuron/microglia crosstalk. Using the murine 6-OHDA
model to assess the relationships between neuroinflammation and dopaminergic

neurodegeneration may prove useful for the design of new therapeutic approaches.
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Figure legends

FIGURE 1: Kinetics of TH* neuronal cell loss and behavioral alterations in 6-
OHDA injured mice.

(A,B) Tyrosine Hydroxylase (TH) immunostainings were performed on free-floating
brainstem sections obtained from 6-OHDA-injected mice sacrificed on day 4 p.i. (n 5
30), 7 p.i (n 5 22) or 14 p.i. (n 5 9). (A) Photomicrographs show representative TH
stainings observed in the injured or contralateral SNc. Note the decreased density of
TH* cells in the injured SN from day 4 to day 14 p.i. Scale bars: 200 um. (B) The
percentage of TH* cell loss was evaluated in the injured SNc as compared with the
contralateral SNc on day 4 p.i., 7 p.i., or 14 p.i. TH* cell loss was found to reach 26 6
4% on day 4, 29.4 6 2.6% on day 7, and 35.05 6 0.6% on day 14 p.i. A significantly
increased TH* cell loss was observed when comparing day 7 to day 14 p.i. (*p <
0.05, non-parametric two-tailed Mann-Whiney test). (C) Apomorphine rotation test
was performed on 6-OHDA injected-mice on day 4 p.i. (n 544), 7 p.i. (n 5 26), or 14
p.i. (n 5 12). In parallel, for each time point analyzed, five control mice injected
intrastriatally with vehicle alone were submitted to this apomorphine rotation test. The
number of rotations contralateral to the lesion was counted over a 30 min period. As
compared with control mice, 6-OHDA-injected mice presented a significantly biased
rotational behavior that could be evidenced on day 4 p.i. (63.02 6 5.6 contralateral
turns), day 7 p.i. (82.9 6 11.4 contralateral turns), and 14 p.i. (54.9 6 10.9

contralateral turns; ***P < 0.001, Student’s t test).

FIGURE 2: TH* neuronal cell loss and behavioral alterations in DAP-12 Knock

In mice.

(A-C) TH immunostainings were performed on free-floating brainstem sections
obtained from 6-OHDA-injected DAP-12 Kl mice sacrificed on day 4 p.i. (n 5 10) or
day 7 p.i. (n 5 11). (A,B) Photomicrographs show representative TH stainings
observed in the injured or contralateral SNc. Note the decreased density of TH* cells
in the injured SNc as compared with the contralateral SNc on day 7 p.i. Scale bars:
200 ym. (C) The percentage of TH* cell loss was measured in the injured SNc as

compared with the contralateral SNc on days 4 and 7 p.i. TH® cell loss was
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significantly lower in DAP-12 Kl injected mice as compared with C57BI/6 WT injected
mice (18.2 6 1.5% and 17.8 6 2.7% on day 4 and 7, respectively in DAP-12 KI mice
versus 26 6 4% and 29.4 6 2.6% on days 4 and 7, respectively in WT mice; *P <
0.05, non-parametric two-tailed Mann— Whitney test). (D) Apomorphine rotation test
was performed in WT injected mice on days 4 p.i. (n 5 34), 7 p.i. (n 5 21) or 14 p.i. (n
5 9) and, in parallel, in DAP-12 Kl injected mice on days 4 p.i. (n 5 10)or 7 p.i. (n 5
11). The number of rotations contralateral to the lesion was counted over a 30 min
period. As compared with C57BI/6 WT injected mice, behavioral alterations were less
pronounced in DAP-12 Kl injected mice on day 4 p.i. (19.7 6 2 turns in DAP-12 KI
mice versus 53.02 6 5.6 turns in WT mice) as well as on day 7 p.i. (50.8 6 6 turns in
DAP-12 Kl mice versus 82.9 6 11.4 turns in WT mice; *P < 0.05, Student’s t test).
(E,F) In DAP-12 KI mice, increased microglial density was significantly less
pronounced in injected mice as compared with WT injected mice on day 4 p.i. (16 6
1.3% in DAP-12 Kl mice versus 104 6 10% in WT mice) and on day 7 p.i. (10 6 2.5%
in DAP-12 KI mice versus 110 6 17% in WT mice (**P < 0.01, nonparametric two-
tailed Mann—Whitney test). Scale bar: 20 Im. [Color figure can be viewed in the online

issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

FIGURE 3: Kinetics of F4/80* microglial accumulation and appositions between

TH* somas and microglial cell bodies in the SNc of C57BI/6 injected mice.

(A,B) TH and F4/80 co-immunostainings were performed on free-floating brainstem
sections obtained from 6- OHDA-injected mice sacrificed on day 4 p.i. (n 5 30), 7 p.i.
(n 5 22), or 14 p.i. (n 5 9). (A) Photomicrograph shows representative F4/ 80-TH
stainings observed in the injured SNc on day 4, 7, or 14 p.i. Note the accumulation of
microglia (green) on days 4 and 7 but not on day 14 p.i. in the injured SNc. Scale
bars: 20 um. (B) The percentage of increased F4/80 density was evaluated in the
injured SNc as compared with the contralateral SNc on days 4, 7, and 14 p.i.
Percentage of increased F4/80 density reached 104 6 10% on day 4 and 110 6 17%
on day 7 p.i. However, on day 14 p.i., only a modest increased density of F4/80 was
observed (11 6 1.3%), which was significantly lower than measured on day 7 p.i. (**P
< 0.01, non-parametric two-tailed Mann-Whitney test). (C-F) TH and F4/80

coimmunostainings were performed on free-floating brainstem sections obtained
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from C57BL/6 injected mice sacrificed on day 4 p.i. (n 5 7) or on day 7 p.i. (n 5 7).
Coloration with DAPI (4.,6.-diamidino-2-phenylindole) allowed nuclei to be visualized
(blue). (C) Photomicrograph shows representative F4/80-TH stainings observed in
the injured SNc. Close appositions between F4/80* microglial cell bodies (green) and
TH* somas (red) were observed in the injured SNc on day 7 p.i. Scale bar: 50 Im.
(D,E) High-power views of cells from the boxed areas in A. Note that TH* somas
opposed to F4/80" microglial cell bodies present fragmented nuclei (arrow heads)
indicative of programmed cell death. Scale bars: 10 um. (F) The percentage of TH*
somas in close apposition with F4/80* microglia was measured on day 4 and 7 p.i.
Surprisingly, we found that on days 4 and 7 p.i., respectively, 32.7 6 5.5% and 17.2 6
5.7% of TH* somas showed direct appositions with microglial cell bodies in the
injured SNc. In contrast, such appositions were occasionally observed in the
contralateral SNc (2.6 6 1.7% and 1.8 6 1.8% on days 4 and 7 p.i. respectively; **P <
0.01, non-parametric two-tailed Mann—Whitney test). [Color figure can be viewed in

the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

FIGURE 4: Microglial density and appositions between TH* somas and GFP+

microglial cell bodies in the SNc of CX3CR1C%FP* injected mice.

(A-F)TH immunostaining was performed on free-floating brainstem sections obtained
from 6-OHDA-injected CX3CR1¢FP"* mice sacrificed on day 7 p.i. (n 5 6). (A) Mosaic
reconstitution of a brainstem section crossing the SNc shows that the density of
GFP+ microglial cells is increased in the injured SN as compared with the
contralateral side. Scale bar: 500 Im. (B) The density of GFP+ microglial cells
measured in the injured SN was significantly increased (263 6 28 cells/mm2) as
compared with the contralateral SN (132 6 20 cells/mm2) on day 7 p.i. (**P < 0.01,
non-parametric two-tailed Mann-Whitney test). (C) Photomicrograph showing
intimate appositions between GFP+ microglia cell bodies (green) and TH* somas
(red). Coloration with DAPI (40,60-diamidino-2-phenylindole) was performed to
visualize nuclei. Scale bar: 50 Im. (D-F) High-power views of cells from the boxed
areas in C. GFP+ microglial cell bodies (green) are found in close apposition with
TH* somas (red). Interestingly, multiple TH* somas presenting such appositions
harbored fragmented nuclei (arrow heads). Scale bars: 10 um. (G) The percentage of
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TH* somas in close apposition with a GFP+ microglial cell body was evaluated on
day 7 p.i. At this time point, 25.6 6 5.7% of TH* somas were apposed to microglial
cell bodies as compared with only 3.5 6 2% in the contralateral SNc (**P < 0.01, non-
parametric two-tailed Mann—Whitney test). [Color figure can be viewed in the online

issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

FIGURE 5: Cell-to-cell contacts between TH* somas and microglial
ramifications in the SNc of C57BI/6 and CX3CR1/GFP/* injected mice.

(A,B) TH and F4/80 co-immunostainings were performed on free-floating brainstem
sections obtained from C57BL/6 injected mice sacrificed on day 4 p.i. (n 5 7) or 7 p.i.
(n 5 7). Coloration with DAPI (4.,60-diamidino-2-phenylindole) allowed nuclei to be
visualized (blue). (A) Photomicrograph shows a representative F4/80-TH double
staining observed in the injured SNc on day 7 p.i. Numerous F4/ 801 microglial
ramifications (green) were found in close vicinity with TH* somas (red). Scale bar: 20
Im. (B) An enlarged view of cells from the boxed area in A is shown. F4/80" microglial
ramifications (green) are in close apposition with the neurites (arrow head) and the
soma (arrow) of a TH* neuron (red). Scale bar: 10 Im. (C). The percentage of TH*
somas in close apposition with F4/80* microglial ramifications was measured in the
injured SNc as compared with the contralateral SNc on days 4 and 7 p.i. In the
injured SNc, the percentage of TH* somas showing direct appositions with microglial
ramifications reached 78.7 6 2.9% on day 4 p.i. and 55.8 6 9.7% on day 7 p.i. as
compared with 26.8 6 6.6% and 23.6 6 5.8%, respectively in the contralateral SNc
(*P < 0.05, non-parametric two-tailed Mann—Whitney test). (D) In CX3CR1CFP*
injected mice (n 5 6), the percentage of TH* somas in close apposition with GFP*
microglial ramifications reached 39.3 6 7% on day 7 p.i. as compared with 14.5 6
4.6% in the contralateral SNc (*P < 0.05, non-parametric twotailed Mann-Whitney
test). [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at

wileyonlinelibrary.com.]
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FIGURE 6: Penetrating microglial ramifications in the soma of TH* neurons.

(A—C) TH and F4/80 co-immunostainings were performed on free-floating brainstem
sections obtained from C57BL/6 injected mice sacrificed on day 7 p.i. (n 5 7). (A)
Photomicrograph showing a TH* neuron in the injured SNc, harboring an
intracytoplasmic F4/80* dot-like staining (white box). Scale bar: 40 pm. (B,C)
Enlarged images of 0.6 um optical sections show that F4/80" microglial ramifications
penetrate the soma of this TH* neuron (*). Scale bars: 10 um and 5 pm. (D-G) TH
immunostainings were performed on free-floating brainstem sections obtained from
CX3CR1CFP™* injected mice sacrificed on day 7 p.i. (n 5 6). (D,E) High magnification
views of 0.6 uym optical sections demonstrate GFP* microglial ramifications (arrow
heads) penetrating the soma of a TH* neuron. Note that D and E correspond to
distinct optical sections of same neuron/ microglia cell-to-cell contacts obtained at 2
different z levels distant of 12 mm. (F,G) High magnification views obtained from a
3D reconstitution show that GFP* microglial ramifications penetrate the soma of a
TH* neuron (arrow head). Coloration of nuclei in blue with DAPI (40,60-diamidino-2-
phenylindole) demonstrates the absence of DNA fragmentation in this TH* neuron.
Scale bars: 10 um. (F) Images of a 3D reconstitution obtained with an isosurface
method demonstrate GFP+ microglial ramifications penetrating a TH* soma (arrow
head). Scale bar: 20 uym. (G) A high-magnification view from the boxed area in F
shows microglial ramifications penetrating the soma of a TH* neuron (arrow head).
Scale bar: 5 um. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at

wileyonlinelibrary.com.]

FIGURE 7: Engulfment of TH* “vacuole-like” structures by microglia in the SNc
of CX3CR1C¢FP* 6-OHDA injected-mice.

(A-C) TH immunostainings were performed on free-floating brainstem sections
obtained from 6-OHDA-injected CX3CR1C7""* mice sacrificed on day 7 p.i. (n 5 6).
Coloration with DAPI (40,60-diamidino-2-phenylindole) was performed to visualize
nuclei (blue). (A) In the injured SNc, numerous GFP* microglia harbored a TH*
vacuole-like intracytoplasmic staining. The insert shows an enlarged view of a
GFP*/TH* microglial cell from the boxed area. Scale bar: 50 ym. (B) Quantitative
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analysis indicates that in the injured SNc the percentage of GFP* microglia harboring
a TH* vacuole-like staining reached 39.8% as compared with 1.4 6 0.5% in the
contralateral SNc (*P < 0.05, nonparametric two-tailed Mann—-Whitney test). (C)
Photomicrograph of a 3D reconstituted image obtained with an isosurface method
showing a GFP* microglial cell that harbor intracytoplasmic TH* vacuoles of 2 ym
diameter. Panels C0O, C00, and C0O0 0 show 3 of the 0.6 um optical sections from
which this 3D reconstitution was performed. Scale bar: 5 pm. [Color figure can be

viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

FIGURE 8: Putative kinetics of neuroinflammation, behavioral alterations,
neurodegeneration and neuron/microglia cell-to-cell contacts in the murine 6-
OHDA model.

(A) Extrapolated comparative time courses of neuroinflammation, neurodegeneration
and behavioral alterations in the 6-OHDA murine model. Based on data obtained at
days 4, 7, or 14 post-injection, we propose that mice behavioral alterations are
concomitant to dopaminergic neurodegeneration. Early and transient microglial
accumulation precedes the maximum of TH* cell loss and returns to baseline levels
as early as day 14 post-injection in spite of neuronal cell loss progression.
Microglia/neurons contacts are observed at higher frequency on day 4 post-injection,
i.e., before the maximum of TH* neuronal cell loss is reached on day 14 post-
injection. At this later time point, fewer microglia/neurons cell-to-cell contacts are
observed. (B) Putative kinetics of neuron/microglia cell-to-cell contacts in the murine
6-OHDA model. (1) Microglia surrounding dopaminergic neurons receive a “Go” or a
“No Go” signal allowing or not the entry of ramifications in the neuronal cell body. (2)
Penetrating microglial ramifications allow the microphagocytosis (nibbling) of
intracytoplasmic molecules from living TH+ neurons. (3) Depending on signals
sensed by penetrating microglial ramifications, microglial cell bodies appose to
neuronal somas and support microglia-mediated neuronal death. (3’) Alternatively,
microglial cells having endocytozed neuronal cytoplasmic material migrate away from
neuronal somas. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at

wileyonlinelibrary.com.]
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FIGURE 2
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FIGURE 3
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FIGURE 4
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FIGURE 5
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FIGURE 6
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FIGURE 7
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FIGURE 8
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Introduction

Parkinson’s disease (PD) is a movement disorder caused by a progressive
degeneration of dopaminergic neurons in the susbtantia nigra pars compacta (SNpc).
As observed in other neurodegenerative conditions, the incidence of PD increases
with age, rendering this pathology a substantial burden for health systems and a
primary cause of dependence among elderly people. Despite major research efforts
developed in the last decades, uncertainties remain regarding the precise
pathomechanims involved in PD and several hypotheses, not necessarily exclusive
to each other, are currently put forward to explain dopaminergic neuronal cell death.
These include notably oxidative stress (1), mitochondrial dysfunction (2) and the
accumulation of misfolded alpha-synuclein (3). Besides these cell-autonomous
neuronal mechanisms, it was proposed that the immune environment of neurons
could amplify neurodegeneration (4, 5). This process is thought to be essentially
mediated by activated microglia and, possibly, by cells of the adaptive immune
system, notably T cells (6). Thus, in PD patients, diverse alterations of T-cell
populations and/or functions were observed in the peripheral blood (7, 8) and
neuropathological analyses demonstrated a mild but significant T-cell infiltration of
the SNpc (6, 9). Moreover, in the most widely used model of PD, induced by the
systemic administration of 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP),
several key findings conferred pathogenicity to T cells. This model is characterized
by a T-cell driven immune response against a nitrated alpha-synuclein neoantigen
(10, 11) and by a robust intra-CNS infiltration by neurotoxic FasL-expressing CD4* T
cells (6). Accordingly, T-cell deficient mice are partially protected from MPTP-
induced neurodegeneration (6). Other studies provided evidence that exogenously-

delivered regulatory T cells (Treg cells) could efficiently dampen the activity of
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pathogenic T cells in the MPTP model (11, 12). However, in other models of central
nervous system (CNS) neurodegeneration, T-cell deficiency was responsible for an
amplification of neurodegeneration (13, 14).

In this context, our goal was to further evaluate the role of T cells in the
pathophysiology of PD. We first assessed the presence of T-cells in the SNpc of PD
patients at different stage of the disease. Then, we evaluated the impact of
genetically-determined T-cell deficiency in the model of 6-hydroxydopamine (6-
OHDA)-induced neurodegeneration, an alternative to the MPTP model that present
the advantages of specifically targeting nigral dopaminergic neurons, being
accompanied by measurable motor behavior alterations and bypassing the possible

systemic effects linked to the intraperitoneal injection of MPTP.

Methods

Experimental procedures are described in details in supplemental material and
methods. Human samples: paraffin-embedded tissues were provided by the UK
Parkinson’s Disease Society Tissue Bank. Animals: all animals were acclimated to
their environment one week prior to surgery and kept during the entire time of
experiments under controlled temperature and humidity with food and water provided
ad libitum, with a circadian cycle of light/ dark 12/12 h. Stereotaxy: after
xylasine/ketamine (10 and 100 mg/kg, respectively) anesthesia, 2 uL of 6-OHDA (4
Mg/uL, Tocris) were injected into the left striatum using a stereotaxic apparatus. The
opposite side was free from injection. Apomorphine-induced rotation test: this test
was performed on day 7 following injection of 6-OHDA. Briefly, apomorphine (0.4
mg/kg, Sigma) was injected intraperitoneally (i.p.) and the circling behavior of mice

was assessed 20 min following i.p. injections. The number and laterality of rotations
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were recorded manually over a period of 30 min. Immunohistochemistry: on day 1, 4
or 7 post-injection, intracardiac perfusion of mice was performed with
paraformaldehyde 4% under deep anesthesia. Animals were then euthanized, brains
were removed and free-floating sections were processed for immunohistochemistry.
Quantitative analysis of T cells, macrophages/microglia and TH* neurons: following
CD3, CD4, CD8, IBA-1 or TH immunostainings, digital photomicrographs of the SNs
ipsilateral and controlateral to the injection site were performed on 15 to 20
immunostained sections covering the largest antero-posterior axis of the SNs. The
ratio of TH* cells recorded in the SN ipsilateral to the injection site relative to the
controlateral side was calculated allowing TH cell loss to be estimated. The surfaces
covered by IBA-1 stainings and the numbers of manually-counted CD3+, CD4* or
CD8" cells were indexed to the surfaces of SNs analyzed, using the image analysis
software Image J. Statistical analyses: all data are expressed as the mean *
standard error of the mean (SEM). Comparisons between 2 groups or between the
ipsi- and contralateral sides were performed with the non-parametric two-tailed
Mann-Whitney U test. Comparisons between more than 2 groups were performed
with the Wilcoxon signed-rank test followed by the post-hoc Dunn test. Study
approval: approval from the Regional Committee for Animal Ethics of Rhone-Alpes

was obtained for all animal experiments performed in this study.

Results and discussion

As a first approach, we performed a neuropathological analysis of post-mortem CNS
tissue derived from 20 PD patients at different stages of the disease and from 5 age-
matched controls. A roughly 6-fold increase of T cell density was observed in the

SNpc of PD patients as compared to controls (Figure 1 A and B). Interestingly, no
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difference was found between stages llI-IV and stages V-VI of the disease, on the
basis of Braak classification (15)(Figure 1B). Moreover, although the hippocampus is
targeted by the neurodegenerative process at late stages of the disease (15), we did
not observe any significant T cell infiltration in this anatomical region (Figure 1C and
Supplemental Figure 1). Finally it is worth noting that in the SNpc of PD patients,
absolute values of T-cell density remained low (1 to 2 cells/fmm?) and that close
interactions between T cells and neurons were not found in our cases. These data
confirm that a low-grade T-cell infiltration develops in the SNpc of PD patients and
provide evidences that such a process is region-specific and stage-independent. Our
findings suggest that recruitment of T cells might be dictated not only by the
neurodegenerative process itself but also by region-specific cues determined by
nigral dopaminergic neurons and/or their microenvrironment (16, 17).

So far, to our knowledge, in vivo evidence for a direct role of T cells in the
pathophysiology of PD is exclusively supported by experiments performed in the
MPTP model (6, 7, 12, 18, 19). In the present paper, we opted for the 6-OHDA
model which present the advantages of a progressive neurodegenerative process
being easily quantifiable (by comparisons between injected and control sides) and
accompanied by both a robust inflammatory reaction (20) and measurable alterations
of motor behavior (21). On the other hand, it has to be noticed that 6-OHDA
administration neither trigger the formation of alpha-synuclein aggregates nor the
generation of nitrated alpha-synuclein (22). Interestingly, we found that, as observed
in post-mortem tissues from PD patients, the intra-parenchymal T-cell infiltration in 6-
OHDA mice was of low-grade (1 to 2 T cells/mm?; 5 mice/time point analyzed) and
was mainly limited to the SNpc (Figure 1 C, D and Supplemental Figure 1). Besides

the SNpc, T cells diffusely accumulated in the superficial and penetrating meninges
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that associated with the hemisphere ipsilateral to the injection side (Figure 1, C, D).
T-cell infiltrates were equally composed of CD4* T cells and CD8* T cells in both the
injured SNpc and meninges (Figure 1 C and D). Finally, T-cell infiltration in the SNpc
was found to peak on day 4 post-injection, a time point where microglial activation
reaches its maximum level in this model (23). To assess the role of T cells in the 6-
OHDA model, we used 4 different lines of transgenic or spontaneously mutated mice
presenting either pure T-cell deficiencies (Foxn1™/" mice and CD3 KO mice; n = 11
and n = 3, respectively) or combined B- and T-cell deficiencies (NOD SCID mice and
RAG1 KO mice; n = 8 and n = 7, respectively). Immunocompetent mice bearing ad
hoc genetic backgrounds were used as controls and comprised Foxn1™/* mice (i.e
Foxn1™/" immunocompetent mice; n = 7), C57BL/6 mice (controls for CD3 KO and
RAG1 KO mice; n = 14) and BALB/c mice (controls for NOD SCID mice; n = 6). In all
comparisons, we observed that immunodeficient mice consistently presented a
significant increase of 6-OHDA induced dopaminergic cell loss (Figure 2 A-D),
correlated to the magnitude of motor behavior alterations (Figure 2E, F, H). Thus, as
compared to injected control mice, the loss of tyrosine hydroxylase-positive neurons
(TH* neurons) increased by 209.7% in Foxn1™/" mice, 121.3% in CD3 KO mice,
86.9% in NOD SCID mice and 41.9% in RAG 1 KO mice (Table 1). Also, motor
behavior alterations assessed with the the apomorphine rotation test (24) were found
to increase by 239.5% in Foxn1™/" mice, 78.3% in CD3 KO mice and 136% in NOD
SCID mice as compared to injected immunocompetent mice (Table 1). The relatively
mild increase of TH* cell loss observed in 6-OHDA RAG 1 KO mice did not translate
into a significant aggravation of motor behavior alterations (Figure 2G). Finally, it is of
note that in 6-OHDA Foxn1"/™ mice, we could also demonstrate spontaneous motor

behavior alterations using the rotarod test (Supplemental Figure 2). Interestingly, 6-
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OHDA-induced neurodegeneration was more pronounced in immunocompromised
mice harboring a pure T-cell deficiency (Foxn1"/"u mice and CD3 KO mice) rather
than a combined immunodeficiency (RAG1 KO and NOD SCID mice) (Table 1). This
result points to a possible pathogenic role of B-cells in the 6-OHDA model and further
underscores the complexity of the adaptive immune responses triggered by
neurodegeneration. Since robust microglial activation was previously demonstrated
and characterized in the murine 6-OHDA model (23), we assessed microglial density
in distinct brain areas of immunodeficient versus immunocompetent 6-OHDA mice.
Using IBA-1 as a pan-macrophages/microglia marker (25), we found that
immunodeficient 6-OHDA mice consistently presented a significant increase of
macrophages/microglia density in the SNpc (Figure 3 A-D and Supplemental Figure
3). As observed with the loss of TH* neurons, this effect was more pronounced in
mice harboring a pure T-cell deficiency (Foxn1™/™ mice and CD3 KO mice) than
mice with combined immunodeficiency (RAG1 KO and NOD SCID mice) (Table 1).
Thus, as compared to control 6-OHDA mice, increased densities of
macrophages/microglia reached 143.5% in Foxn1™/"Y mice, 74.8% in CD3 KO mice,
28.9% in NOD SCID mice and 24.3% in RAG 1 KO (Table 1). In a majority of injected
mice we could also observe, in specific areas of the ventral thalamus, an
accumulation of macrophages/microglia that tended to be more pronounced in
immunocompromised 6-OHDA mice. While the mechanisms and impact of such an
immune reaction remain to be determined, it is worth noting that the ventral thalamus
is functionally connected to the SNpc (26) and was previously involved in the
pathophysiology of PD (27) .

Microglia-mediated neurotoxicity is a well-recognized process but there is yet no

consensus on the precise mechanisms driving microglial activation under distinct
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neurodegenerative conditions. Besides neuron-derived signals including fractalkine
(4), CD200 (28) and others (29, 30), CNS-infiltrating T cells also instruct microglial
cells to express a large array of immune functions that are either beneficial or
detrimental to neurons (13, 31). In this view, the finely tuned intra-CNS recruitment of
functionally-distinct T-cell populations, notably Tregs versus autoreactive CD4 T
cells, is likely to be a major determinant of clinical and neuropathological
heterogeneity in animal models of PD and other neurodegenerative diseases (32,
33). Similarly, in PD patients, we propose that inter-individual differences in the
kinetics and extent of CNS infiltration by Tregs versus autoreactive CD4 T cells might

translate into substantial clinical heterogeneity.
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Supplemental Methods.

Human samples.

Autopsy paraffin-embedded tissue sections were obtained from the UK Parkinson’s
Disease Society Tissue Bank. Material consisted in sections obtained from the
brainstem and the hippocampus of 5 control subjects and 20 Parkinson's disease
patients at different neuropathological stages of the Braak classification (Braak et al.,
2003b) : 5 at stage lll, 5 at stage IV, 5 at stage V and 5 at stage VI. PD patients and
control subjects did not differ significantly in terms of their mean age at death or the
mean interval from death to the freezing of tissue. The protocol using human
postmortem material was examined by the local ethic comitee of the "Rhdne Alpes

Region" and was considered as conform to the French ethic laws.

Animals

All animals used in this study were female mice aged 10 to 14 weeks old at the time
of experiments. C57BI/6 female mice were obtained from Roger Janvier (Le Genest
Saint Isle, France). Forkhead box protein N1 homozygous and heterozygous
(Foxn1™ and Foxn1"/*) mice, as well as BALBc and NOD.CB17-Prkdcscd/NCrHsd
(NOD SCID) mice were obtained from Harlan laboratories (Gannat, France). CD3"-
and recombinase activating gene 1-deficient (Rag1-deficient were obtained from
colonies bred at the “Ecole Normale Supérieure de Lyon” (from the INSERM unit
U851, team "Apoptosis and CD8 T cells memory" directed by Jacqueline Marvel).
Mice were acclimated to their environment one week prior to surgery. During the
entire time of experiments, animals were kept under controlled temperature and
humidity with food and water provided ad libitum, with a circadian cycle of light/ dark
12/12h.

Stereotaxy

Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of xylasine/ketamine (10 and 100

mg/kg, respectively). Then, 2uL of 6-OHDA (Tocris) diluted at a concentration of
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4ug/uL in 0.02% ascorbic acid were injected into the left striatum (1uL/min) using a
stereotaxic apparatus, according to the following coordinates relative to bregma: 20.7
mm anteroposterior, 2 mm lateral, 22.4 mm deep (Meissner et al., 2005). The
opposite side was free from injection and served as a negative control for histological
analyses (Schober et al., 2004). Moreover, in each experimental group, some control
animals received an unilateral intrastriatal injection of 2uL of vehicle solution

(ascorbic acid 0.02%, Sigma) as a negative control.

Apomorphine-induced rotation test

An apomophine-induced rotation test was performed to assess and quantify
functional alterations of the nigrostriatal dopaminergic system in 6-OHDA injected
mice, as previously described in 6-OHDA rats (Przedborski et al., 1995). This
behavioral test was performed on days 7 following intrastriatal injection of 6-OHDA.
Briefly, apomorphine (Sigma; 0.4 mg/kg) was injected intraperitoneally (i.p.) and the
circling behavior of mice was then assessed. 20 min following i.p. injections, the
number of rotations as well as their laterality (ipsilateral or contralateral to the
intrastriatal injection side) was recorded manually over a period of 30 min,. For each

group of 6-OHDA injected mice tested and control mice were assessed in parallel.

Rotarod test

Animals were first trained by progressively accelerating the rotarod velocities from 5
rom to 44 rpm. over X sessions of 5 mns long. Then, control reference values were
obtained by performing for 3 consecutive days 4 sessions separated by 1 hour inter-
trial interval. Each session consisted in 7 consecutive 2 mns long trials at respective
speeds of 5, 12, 18, 25, 31, 34 and 44 rpm. At each trial, the latency to fall during the
observation period was recorded. On the fourth day, mice were injected with 6-OHDA

and a new series of tests were performed on day 7 post-injection.
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Immunohistology

For the analysis of human CNS tissue samples, sections deparaffinized by 3 X 5 mns
baths in methylcyclohexane were re-hydrated in 100%, 95%, then 75% ethanol and
rinsed in distilled water. For CD3 staining, antigen retrieval was performed by heating
slides at 90°C-95°C for 30 minutes in citrate buffer, pH 6. Sections were then
allowed to cool down for 20 minutes before being rinsed in phosphate buffer saline
(PBS). Human sections were pretreated with 0.3% H202, followed by incubation with
a blocking solution consisting in PBS—-BSA 4% supplemented with 10% normal goat
serum and 0.1% Triton. Sections were then incubated overnight at 4°C with and anti-
CD3 antibody (1:100; Serotec). Following incubation with a biotin-conjugated
secondary antibody (1:1000; Molecular Probes), staining was visualized using 3,3'-
diaminobenzidine (DAB) as a peroxidase substrate and the ABC kit from Vector
Laboratories. For the analysis of murine CNS tissue samples, 14-mm-thick brain
coronal sections were performed and free-floating sections crossing the SNpc and
the thalamus processed for immunohistochemistry. Briefly, following incubation in
blocking solution for one hour at room temperature, slices were incubated overnight
at 4°C with either an anti-TH (1:1000; Millipore) and/or IBA1 (1:500; Wako), CD4
(1:100; Pharmingen) or CD8 (1:100; Pharmingen) antibody. Slices were then rinsed
in PBS and incubated for one hour at room temperature with Alexa fluor 555-
conjugated goat anti-mouse antibody (1:1000; Molecular Probes), Alexa fluor 488-
conjugated goat anti-rat antibody (1:1000; Molecular probes) or biotinylated goat anti-
rabbit antibody (1:700; Molecular Probes). Slices treated by biotinylated antibody
were rinsed in PBS and incubated for one hour at room temperature with Alexa fluor
488-conjugated streptavidin (1:700; Molecular Probes). Finally, coloration with DAPI
(40,60-diamidino-2-phenylindole) was performed to visualize nuclei and slices were
mounted on gelatinized slides before examination on an optical or confocal

fluorescence microscope (Zeiss Axioplan II).

Quantitative analysis of CD3* cell density in human CNS tissue sections

CD3* cells were counted manually on digital micrographs of the SNpc or
hippocampus obtained from 2 immunostained sections. Using the image analysis

147



software Image J®, the number of CD3" cells relative to the surface analyzed was
then calculated in the SNpc and in the hippocampus of PD patients versus control
subject. Results are expressed as the mean density/mm? +/- standard error of the
mean (SEM).

Quantitative analysis of CD4*, CD8" and TH* cell densities in the brain of 6-
OHDA mice

For each animal examined, TH*, CD4* or CD8* cells were counted manually on
digital micrographs of 7 to 11 immunostained sections crossing the SNpc or the
hippocampus. Sections covered the largest anterio-posterior axis of the analyzed
histological structures as determined by the atlas of Paxinos and Franklin. The ratio
of TH* cells ipsilateral to the injection site, relative to the contralateral side was
determined, allowing a % of cell loss to be established. Results are expressed as the
mean % of TH* cell loss +/- SEM. Absolute numbers of CD4* or CD8* cells were
recorded in the meninges ispilateral to the injection side and controlateral to the
injection side. Results are expressed as the mean numbers of CD4* or CD8* cells +/-
SEM. Finally, using the image analysis software Image J®, the number of CD4* or
CD8" cells relative to the surface analyzed was calculated in the SNpc and in the
hippocampus ipsilateral and controlateral to the injection side. Results are expressed

as the mean density/mm? +/- standard error of the mean (SEM).

Quantitative analysis of microglial density

For the quantification of IBA1 microglial density, SNpc sections were double-labeled
with anti-TH and anti-IBA1 antibodies and quantified using Image J® analysis
software. For all sections analyzed, quantification was performed in nine fields
covering distinct regions of the SNpc. A region of interest (ROI) was first defined and
measured in each area analyzed (mean surface area 5 0.056 mmz2), of the injured
and opposite SNpc. Surfaces covered by IBA1 were then automatically detected after
setting of a threshold. Finally, the area of IBA1 immunostaining was indexed to the
total area covered by the ROI, allowing thus a IBA1 microglial density to be
estimated.
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Statistical analysis

All data are expressed as the mean £+ SEM. Comparisons were performed using a
non-parametric two-tailed Mann-Whitney U test. or, for the rotarod test, with a
Wilcoxon signed-rank test and a post-hoc Dunn test.

Study approval

Approval from the Regional Committee for Animal Ethics of Rhone-Alpes was

obtained for all animal experiments performed in this study.
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Figure Legends

Figure 1: Lymphocyte infiltration in the brains of Parkinson's disease patients
and 6-OHDA mice.

(A) Representative SNpc sections showing neuromelanin-containing DNs and CD3-
positive T lymphocytes (arrow and insert). Scale bars: 100 ym; 25 pm (inset). (B)
Density of infiltrated CD3-positive T cells in the SNpc (left panel) and hippocampus
(right panel) of Parkinson's disease patients (n= 20) and age-matched control
subjects (n= 5). Differences are significant when comparing Braak 3-4 Parkinson's
disease patients (n= 10) versus controls (*P < 0.05) or Braak 5-6 PD Parkinson's
disease patients (n=10) vs controls (P < 0.05) but not Braak 3-4 vs Braak 5-6
Parkinson's disease patients. (C) Representative photomicrographs of CD4 (upper
panels) or CD8 (lower panels) immunostainings observed in the SNpc (left panels)
and meninges (right panels) ipsilateral to the injection side in 6-OHDA C57BI/6 mice.
Scale bars: 100 pm; 25 pm (inserts). (D) Densities of infiltrating CD4+ (upper panels)
or CD8+ T cells (lower panels) in the SNpc (left panels) and meninges (right panels)
ipsilateral or controlateral to the injected side in 6-OHDA C57BI/6 mice. *P < 0.05 and
***P < 0.001 when comparing the injured SNpc versus the controlateral SNpc ; #P <
0.05 and ##P < 0.001, when comparing the meninges ipsilateral to the injection side

vs controlateral side.

Figure 2: Increased neuronal cell loss and motor behavioral alterations in T-cell
deficient 6-OHDA mice.

(A-D), Representative photomicrographs of TH* neurons in the injured SNpc of
control 6-OHDA mice (left panels) vs immunodeficient 6-OHDA mice (middle panels).
Scale bar: 100 ym. Quantification of TH* cell loss in the SNpc of the corresponding 6-
OHDA mice are shown in right panels. **P < 0.01 and ***P < 0.001 when comparing
6-OHDA immunodeficient mice vs 6-OHDA immunocompetent mice. (E-H)

Quantification of motor behavior alterations observed in immunodeficient vs
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immunocompetent 6-OHDA mice as assessed using the Apomorphine-induced
rotation test. *P < 0.05 and ***P < 0.001 when comparing 6-OHDA immunodeficient

mice vs 6-OHDA immunocompetent mice.

Figure 3: Increased accumulation of macrophages/microglia in the SNpc of T-
cell deficient 6-OHDA mice.

(A-D) Representative photomicrographs of Iba1+ macrophages/microglia in the
injured SNpc of control 6-OHDA mice (left panels) vs immunodeficient 6-OHDA mice
(middle panels). Scale bar: 100 um (25 ym for inserts). Quantification of Iba1+
macrophages/microglia densities in the SNpc of the corresponding 6-OHDA mice are
shown in right panels. *P < 0.05 and **P < 0.01 when comparing 6-OHDA

immunodeficient mice vs 6-OHDA immunocompetent mice.

Table 1: Impact of distinct genetically-determined immunodeficiencies on
dopaminergic cell loss, motor behavior alterations and macrophages/microglia

accumulation in the 6-OHDA model.

Results are expressed as increased % as compared to control mice consisting in
Foxn1"v* mice (n = 7) for nude mice, C57BL/6 wild type mice (n = 14) for CD3 KO or
RAG1 KO mice and Balbc mice (n = 6) for NOD SCID mice.

Supplemental Figure 1: Lack of significant T-cell infiltration in the

hippocampus of 6-OHDA mice.

In 6-OHDA C57BI/6 mice, densities of infiltrating CD4+ (upper panel) or CD8+ (lower
panel) T cells in the hippocampus ipsilateral to the injection side are equal or close to
0. Similar results are obtained when examining the controlateral side. *P < 0.05 and
***P < 0.001, when comparing SNpc versus hippocampus in the hemispheres and

brainstems ispilateral to the injection side.
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Supplemental Figure 2: Spontaneous motor behavior alterations in 6-OHDA

nude mice.

In the rotarod test, no difference in latencies to fall (expressed in seconds) was
observed between 6-OHDA and control C57BI/6 mice (left panel). In contrast,
performances were significantly altered in 6-OHDA nude mice as compared to
control immunocompetent 6-OHDA mice or nude non-injured mice. *P < 0.05 when
comparing 6-OHDA-Foxn1™ mice versus control Foxn1™ or 6-OHDA-Foxn1™"/* mice.

#P < 0.05 when comparing 6-OHDA-Foxn1™ mice versus 6-OHDA-Foxn1"/* mice.

Supplemental Figure 3: Increased accumulation of macrophages/microglia in

the thalamus of 6-OHDA immunodeficient mice.
Representative mosaic views of I|bal-immunostained sections of the thalamus

ipsilateral to the injection side in 6-OHDA immunodeficient or immuncompetent mice.

Iba+ staining is represented by white dots.
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FIGURE 2

Foxn ™™+ Foxni™

[=] (=] (=1
S 3 8 a
wes -

sulw Qg / mcm_pﬁo_ J0'ON

0-

=}

Foxni™
(8L

Foxni™*

T T T T
< =3 =3 o
=) = =+ 34

$S0| 1920 ,HL %

1004
0

Foxn 1™+

Foxninv

A

a3+
Ragl "

WT

WT

o o o
_ _ 5 S o

sUIW Q€ / SUOIIR10I JO 'ON

WT

o - o
o
©w

$80] 1199 ,H1 %

80+

D37

C57Bl/6

B

C

NOD SCID

WT

o] o (=] =] o] = =] =] o =}

G @ © b N H m @ @ =+ 59
SUlW Q€ / SUOIIR)OI JO "ON SUjW Q€ / SUOIIRIOI JO "ON

l
Ragi*+
*k
l
NOD SCID

= =

= =

£ 58 & o £ 5 & *
$s0| 182 \HL % $80] 1189 LHL %

Rag1 "

C57BI/6
BALBc

D

NOD SCID

156



FIGURE 3
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TABLE 1

Foxn1-- CD3 Rag1 - NOD SCID
(n=11) (n=3) (n=10) (n=28)
T cells
T cells
Immunodeficiency T cells T cells B cells
B cells
NK cells
dopaminergic cell loss +209.7% +121.3% +41.9% +86.9%
motor behavior
+239.5% +78.3% +12.8% +136%
alterations
macrophages/microglia | +143.5% +74.8% +24.3% +28.9%
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SUPPLEMENTAL FIGURE 1
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SUPPLEMENTAL FIGURE 2
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SUPPLEMENTAL FIGURE 3
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11.3. Résultats complémentaires

Afin de compléter nos données et de mieux comprendre les mécanismes impliqués
dans le contrble de [l'activation microgliale, et ses conséquences, nous allons
présenter quelques résultats complémentaires relatifs a la neurodégénérescence et

'inflammation dans notre modeéle murin 6-OHDA.

Nous avons mis en évidence une densité microgliale plus élevée dans le thalamus
des souris lésées par la 6-OHDA que dans celui des souris immunocompétentes. De
ce fait nous avons voulu déterminer si une perte neuronale était associée/présente
dans cette structure. Nous avons donc effectué, chez les souris immunodéficientes
seulement, un double marquage, NeuN (Hexaribonucleotide Binding Protein-3,
marqueur nucléaire des neurones) et IBA1, en immunohistochimie. Ainsi, nous avons
observé une importante diminution de la densité de marquage NeuN dans le
thalamus des animaux. De maniére intéressante, cette diminution de densité était
limitée aux zones de plus forte densité de marquage IBA1.

Ces données sont illustrées par les deux photographies suivantes, prises au
microscope a fluorescence, dans le thalamus d’une souris Rag1”’ et Foxn1”

respectivement. Les zones d’intérét ont été délimitées par un trait blanc.

Rag1--
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Foxn1'-

Nous pouvons constater que la densité de marquage NeuN (en rouge) est moins

importante dans les zones a plus forte densité de marquage IBA1 (en vert).

Du fait de I'apparition de syndromes parkinsoniens chez certains patients de
'hépathite B traités a I'lFN-a, et chez certaines personnes atteintes de lupus
erythémateux produisant de plus grandes quantités de cette cytokines, nous avons
voulu étudier le role joué par l'interaction entre le récepteur a I'interféron de classe |
(IFNAR) avec son ligand sur les processus de neurodégénérescence dans notre
modéle murin de MP chez 7 souris (10-12 semaines) Knock-Out pour le géne codant
pour le récepteur IFNAR (souris IFNAR™) et 11 souris C57BI/6 du méme &ge comme
contréles. De maniére trés intéressante, nous avons pu observer une diminution de
sensibilité a la toxine de la part des souris 6-OHDA IFNAR"'-. En effet, la perte-des
neurones dopaminergiques de la SNpc, révélés par un marquage
immunohistochimique de la TH, est de 16.1% + 1.5% chez les souris IFNAR’ alors
gu’elle est de 28.5% + 1.6% chez les souris 6-OHDA C57BI/6. De méme, les troubles
moteurs, aprés injection d’apomorphine montrent une diminution du nombre de
rotations induites du c6té opposé a la Iésion soit 24 + 3.7 en 30 minutes pour les
souris KO et 53 £ 3 dans le méme laps de temps chez les souris contréles.

Ces résultats sont synthétisés dans la figure suivante :
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Ces photographies prises en microscopie a fluorescence, révelent la perte de
neurones dopaminergiques TH* (en rouge). Sur le graphique de gauche, la
quantification des neurones TH montre une diminution significative de la perte chez
les souris IFNAR’-. De méme, sur le graphique de droite, le nombre de rotations

induites par injection d’apomorphine est diminué chez les souris IFNAR'-.

D’autre part, nous avons montré grace au marquage immunohistochimique IBA1 que
la densité correspondant a la microglie dans la SN est plus faible chez les souris
IFNAR'- 1ésées (44.7% + 4.5%), que chez les souris contrbles lésées (108.37% +

5.6%). Ces résultats sont synthétisés dans la figure suivante.

C57BI/6 IFNARI"

1509

1004

504
0 T -

C57BII6  IFNART™

SNbc lésée

% de baisse de densité IBA1 dans la

Ces photographies prises en microscopie a fluorescence révelent en vert la microglie
grace a un anticorps anti-IBA1, La densité du marquage est environ 2 fois moins
importante chez les souris IFNAR’- que chez les souris C57BI/6 (graphique).

Ces résultats complémentaires ouvrent deux questions nécessitant des travaux
ultérieurs plus approfondis : quel est le réle de Il'activation microgliale dans la
neurodégénérescence de notre modele, et, est-ce qu’un tel réle est médié par le
signal de danger que constitue l'interaction de I'lFN de classe | avec son récepteur,

IFNAR, et I'étude des mécanismes moléculaires qui pourraient en découler.
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IIl. DISCUSSION GENERALE ET
PERSPECTIVES
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Les maladies neurodégénératives sont caractérisées par une perte neuronale
chronique et progressive touchant des populations neuronales spécifiques a chaque
pathologie. L’ensemble de ces processus neurodégénératifs a longtemps été mis sur
le compte de mécanismes intrinséques au neurone conduisant a une mort cellulaire
dite « autonome » c’est a dire sans lien avec I'environnement neuronal.

Cependant, la notion de mort cellulaire non autonome a par la suite émergé avec la
mise en évidence du réle majeur exercé par les cellules microgliales (Boillée, Vande
Velde & Cleveland, 2006a; Boillée et al., 2006b).

Au sein du SNC, comme nous l'avons vu, la cellule microgliale constitue la seule
cellule gliale authentiquement immune et dont la réactivité a une grande variété de
stimuli permet d’assurer les fonctions de sentinelle immunitaire pour les autres
populations cellulaires du SNC et en particulier les neurones. Cette faculté unique de
la microglie a réagir trés rapidement a un large éventail de signaux est une difficulté
a l'interprétation du rdle exercé par |' « activation microgliale » observée dans la
quasi-totalité des pathologies du SNC. A la fin des années 80, la mise en évidence
d’'une activation microgliale morphologique et phénotypique dans les tissus dérivants
de patients Alzheimer (McGeer et al., 1987) puis, dautres pathologies
neurodégénératives (McGeer et al., 1988a; McGeer, ltagaki & McGeer, 1988b) ont
été le point de départ d’'un long cheminement scientifique conduisant aujourd’hui a
conférer un rb6le majeur aux cellules microgliales dans les processus
neurodégénératifs (Schwartz et al., 2006).

Afin de clarifier le propos, et dans la mesure ou la notion méme d’activation en ce qui
concerne la microglie est aujourd’hui source de débats (Napoli & Neumann, 2009;
Tremblay & Majewska, 2011; Derecki, Cronk & Kipnis, 2013), nous utiliserons le
terme « microglie activée » pour désigner tout type de cellule microgliale ayant
engagé un processus d’activation conduisant a des changements morphologiques
patents, sans préjuger du profil moléculaire de cette cellule.

Bien que la microglie s’ « active » au cours du vieillissement normal, bien que
certains auteurs proposent qu’elle dégénere (Miller & Streit, 2007), I'activation
microgliale dans les pathologies neurodégénératives est un phénomeéne distinct qui
néanmoins se surajoute et possiblement se potentialise avec I'activation liée a I'age.

De ce fait, la question de savoir si cette activation microgliale survient en amont ou
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en aval de la mort des neurones reste d’un abord difficile au plan expérimental et est
encore aujourd’hui débattue.

Dans notre étude, nous démontrons la présence de microglie activée au niveau de la
SN des souris lésées par la 6-OHDA avec un pic précédant le pic de mort cellulaire
(article1). Bien qu’aucune donnée ne soit disponible chez le patient parkinsonien sur
la cinétique de l'activation microgliale, nos résultats chez I'animal attribuent un réle
physiopathologique a [l'activation microgliale et aux interactions physiques entre
microglie activée et neurones dopaminergiques. Chez les souris KO pour la molécule
myéloide DAP12, la diminution constitutive de la densité microgliale s’accompagne
d’une diminution majeure de I'activation microgliale et de la perte neuronale d’environ
1/3 dans le modéle 6-OHDA. L’activation microgliale induirait donc une amplification
de la perte neuronale de la méme fagon qu’au cours de pathologies primitivement
neuro-inflammatoires, comme la SEP, l'activation microgliale est impliquée dans
I'atteinte axono-myélinique, (Banati et al., 2000; Peterson, B6, Mérk, Chang, &
Trapp, 2001). Il apparait toutefois qu’il est difficile d’attribuer a la microglie un role
spécifique et univoque quelle que soit la pathologie neurodégénérative considérée.
Les aspects qualitatifs, de localisation ou de timing s’avérent déterminants dans les
conséquences de I' « activation » microgliale sur le devenir des Iésions neuronales.
La grande plasticité fonctionnelle des cellules microgliales est actuellement reconnue
et fait I'objet d’intenses recherches visant a identifier les signaux moléculaires
régissant cette plasticité et constituant autant de cibles thérapeutiques adaptées a
chaque pathologie neurodégénérative et, possiblement, chaque stade évolutif de ces
pathologies (Schwartz et al., 2006; Ransohoff & Perry, 2009; Gomez-Nicola & Perry,
2014). La notion de cinétique de l'activation microgliale mérite que I'on s’y attarde
plus spécifiquement. Au vu des données de la littérature et de nos résultats, on peut
émettre I'hypothése que dans la modéle 6-OHDA, la microglie revét un phénotype
modulateur/protecteur au début de l'activation microgliale, et délétéere par la suite.
Ainsi, l'activation microgliale prend place a un moment ou la perte des cellules
neuronales au cours du processus de neurodégénérescence n’est pas encore
significative, et ou nous supposons que le plus de facteurs neurotrophiques sont
produits par les neurones et par la microglie. Au cours du temps, probablement
instruites par des molécules libérées par les neurones mourants ou morts, les

cellules microgliales suivraient un tournant fonctionnel et exerceraient une activité
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pro-inflammatoire visant a éliminer les débris cellulaires, ce qui augmenterait le
phénoméne de neurodégénérescence.

Cette hypothése nécessite des analyses plus approfondies, notamment au plan
moléculaire, afin de déterminer de maniére plus précise la cinétique d’activation de la
microglie, ainsi que les phénotypes pro- ou anti-inflammatoires qui y sont associés.
Si cette hypothése se confirmait, les résultats pourraient autoriser le design de
thérapies visant a accroitre I'activation microgliale aux temps précoces de la perte
neuronale et a la freiner aux temps tardifs.

L’activation microgliale peut aussi influer sur la fonction neuronale plus que la survie
neuronale a proprement parler. Il a été montré chez 'homme et I'animal qu’une
perturbation du métabolisme des astrocytes ou des neurones pouvait étre induite par
la microglie activée (Nicholas, Compston & Brown, 2001; Jurcovicova, 2014).

D’autre part, en condition pathologique, I'activation-microgliale jouerait un réle tantot
bénéfique tantot délétére sur la plasticité synaptique sans incidence sur la survie des
neurones (Banati, 2002; Ho et al., 2005; Stephan, Barres & Stevens, 2012). On peut
donc émettre I'hypothése que [Iactivation microgliale pourrait favoriser ou au
contraire inhiber les phénoménes de compensation fonctionnelle liés a la création de
nouvelles synapses. Ainsi, les neurones lésés, en constituant de nouveaux réseaux,
pourraient rester ou non fonctionnellement actifs selon le niveau et la nature de
I'activation microgliale.

En résumé, le réle de la microglie activée en condition pathologique dans le SNC est
encore loin d’étre totalement connu. Qui plus est, I'hypothése non-autonome des
processus de neurodégénération améne logiquement a penser que la microglie est
elle aussi influencée par son environnement extérieur.

Dans notre étude (article 2), nous avons montré la présence de LyT dans la SN des
tissus autopsiques dérivant de patients atteints de MP. Il est intéressant de noter
qu'une infiltration de LyT a été rapportée dans plusieurs pathologies
neurodégénératives (la SLA, la MP et, dans une moindre mesure, la maladie
d’Alzheimer ) mais que les aspects quantitatifs et qualitatifs de cette infiltration sont
significativement différents selon la pathologie considérée (McGeer et al., 1988a;
Wucherpfennig & Strominger, 1995; Togo et al., 2002; Holmgy, 2008; Brochard et
al., 2009). Ces données indiquent que linfiltration de LyT dans le SNC n’est pas un

phénomeéne induit par la neurodégénérescence en général mais seulement par des
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mécanismes neurodégénératifs spécifiques et/ou par des signaux émis par des
populations neuronales spécifiques ciblées par le processus neurodégénératif. En
faveur de cette hypothése, notons que nous avons observé la présence de LyT dans
la SN des patients parkinsoniens et non pas dans I'hippocampe, indiquant une
spécificité topographique du recrutement intracérébral de LyT. Ces données sont en
adéquation avec le fait que la SN est une structure cible de la neurodégénérescence
et 'une des premiéres atteintes lors de la phase symptomatique de la pathologie
(Braak et al., 2003). Néanmoins, il faut rappeler que I'hippocampe, de méme que
d'autres structures, sont également ciblées par le processus neurodégénératif au
cours de la MP aux stades Ill a VI que nous avons analysés (Braak et al., 2003). On
peut proposer différentes explications a la spécificité topographique de la réaction
immune dans la MP.

Il est possible que seul I'environnement tissulaire de la SN autorise le dépassement
d'un seuil quantitatif (ou qualitatif) du stress oxydatif, suffisant pour induire une
altération biochimique de l'a-synucléine la rendant immunogéne (Esteves et al.,
2009; Xiang et al., 2013), et ainsi entrainer une migration des cellules T dans cette
région (Reynolds et al., 2008, 2009). Allant dans ce sens, il a été rapporté une
densité microgliale plus importante dans la SN (Lawson et al.,, 1990; Yang et al.,
2013), potentiellement responsable d'un stress oxydatif dans l'environnement
tissulaire de la SN par la production d’espéces oxygéneées réactives ou encore de
monoxyde d’azote. De plus, il est connu que les neurones dopaminergiques de la SN
sont plus sensibles au stress oxydatif que d’autres populations neuronales,
notamment celles des autres structures dopaminergiques (Wang & Michaelis, 2010).
De méme, il a été montré que la microglie répondait spécifiquement a une
stimulation par I'a-synucléine, molécule libérée dans le liquide instertitiel et présente
entre autres au niveau de la SN, notamment en terme de synthése de chimiokines
pro-inflammatoires capables d'induire un recrutement de lymphocytes (Roodveldt et
al., 2013). Enfin, Biber et collaborateurs ont proposé que les neurones en souffrance
pouvaient eux-mémes libérer des molécules susceptibles d’augmenter le stress
oxydatif via l'activation de la microglie (Biber et al., 2007).

Ainsi donc, nous pouvons conclure que le stress oxydatif potentiellement plus élevé
au niveau de la SN (du fait peut-étre de la densité microgliale plus importante dans

cette structure) pourrait provoquer la formation d'une a-synucléine immunogene, I'a-
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synucléine nitrosylée, et induire a la périphérie une réponse T dirigée contre l'a-
synucléine nitrosylée. En paralléle, I'activation microgliale induite par I'a-synucléine
native ou altérée permettrait la synthése de chimiokines dirigeant le recrutement des
LyT dans la SN.

Nous avons également mis en évidence la présence de LyT dans notre modele
animal de MP avec une spécificité de distribution dans la SN. Toutefois, il est a noter
que l'infiltration précoce des LyT dans notre modéle suggére qu'une réaction auto-
immune spécifique d'antigéne n'a pas eu le temps de se développer. La cinétique
d’infiltration des cellules T dans le modele 6-OHDA n'est donc pas en faveur de
I'hypothése auto-immune, sauf a envisager la possibilité qu’il existe dans I'organisme
en condition physiologique des LyT mémoires spécifiques d’auto-antigénes
neuronaux, permettant ainsi une plus grande réactivité des LyT présents a la
périphérie, et leur rapide extravasation au sein du parenchyme cérébral, de maniére
région-spécifique. |l a été montré chez le primate une plus grande phosphorylation et
nitrosylation de I'a-synucléine dans la SN au cours du vieillissement (McCormack,
Mak & Di Monte, 2012). Nous pouvons penser que des LyT mémoires ont été
sensibilisés a cet antigéne spécifique de la MP, permettant une réponse adaptative
plus rapide lorsque la pathologie se déclare. Cette hypothése permet a la fois
d’expliquer la région-spécificité de linfiltrat, mais aussi la cinétique d’infiltration trés
rapide des LyT. Néanmoins, il convient de rappeler que chez la souris ou le rat,
aucune étude n'a jusqu'a présent rapporté la présence d'inclusions intraneuronales
d'a-synucléine dans le modéle 6-OHDA. Quoi qu'il en soit, chez les patients
parkinsoniens, les techniques d'imagerie ont mis en évidence une altération de la
BHE in vivo dans la région du tronc cérébral ce qui pourrait également expliquer une
distribution préférentielle des LyT dans la SN (Kortekaas et al., 2005).

Nos résultats obtenus sur les tissus postmortem de patients Parkinsoniens ont
permis d’analyser les différences quantitatives d’infiltration T en fonction du stade
évolutif de la pathologie (Braak et al., 2003). Nous avons pu ainsi déterminer que
quel que soit le stade de la pathologie, une faible densité de cellules T est
constamment dans la SN. Ainsi donc, la cinétigue de neurodégénérescence
progressive de la MP ne semble pas directement reliée a la cinétique d’infiltration
lymphocytaire. Méme si des LyT peuvent, a tres faible densité, étre observés dans le

SNC de sujets agés en condition physiologique (Gemechu & Bentivoglio, 2012), la
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densité de [linfiltrat a laquelle s’ajoute le caractére région-spécifique de cette
infiltration suggere que les LyT exercent bien un réle physiopathologique dans la MP.
Si la densité de LyT observée dans la SN est similaire a celle qui avait été rapportée
dans une étude antérieure (Brochard et al., 2009), le modéle 6-OHDA difféere
singulierement du modéle MPTP par une densité lymphocytaire considérablement
plus faible (Brochard et al., 2009). Outre I'absence de dépbts d'a-synucléine dans le
modéle 6-OHDA, une explication possible a cette différence est la préservation
relative de I'intégrité de la BHE, qui, malgré son ouverture de par le traumatisme de
I'aiguille continue a réguler, au moins partiellement le processus de diapédese.

A contrario, la toxine MPTP est le plus souvent administrée en plusieurs injections,
intrapéritonéales (i.p.) et ce mode d’administration périphérique pourrait étre
responsables d'altérations diffuses de la BHE (Zhao et al, 2007), d'effets
systémiques sur les LyT de méme que sur certaines structures nerveuses
périphériques (Algeri et al., 1987; Chi et al., 1992; Cano-Jaimez et al., 2010).

Notre étude montre de plus une importante infiltration de LyT dans les méninges des
souris 6-OHDA, observation qui n'a pas été rapportée dans le modele MPTP. Dans
la SEP, maladie neuro-inflammatoire de référence, les méninges sont actuellement
considérées comme un site privilégié de recrutement lymphocytaire et d'interactions
entre LyT et CPA (Bartholomaus et al., 2009; Androdias et al., 2010; Magliozzi et al.,
2010; Lodygin et al., 2013). Sur la base de ces données, nous pouvons émettre
I'hnypothése que dans le modeéle 6-OHDA, linfiltration méningée et ['infiltration
parenchymateuse au sein de la SN sont fonctionnellement reliées et que les 2
populations possiblement dialoguent sur un mode paracrine. Dans la mesure ou
dans les tissus postmortem de patients parkinsoniens, pour des raisons techniques
(non préservation des méninges a l'extraction), aucune donnée n’est disponible sur
la présence de LyT dans les méninges des patients, nous ne pouvons rien avancer
sur ce point dans notre étude.

Un autre élément important concerne la distribution des LyT au sein de la SN et leurs
interactions physiques avec les neurones. Dans notre modeéle, nous n’avons pas
observé de LyT CD4" et CD8* en contact avec les corps cellulaires des neurones
dopaminergiques, contrairement a ce qui a été montré par I'équipe de Brochard chez
les animaux traités par le MPTP (Brochard et al., 2009). Pour rappel, dans ce

modéle, il a été montré que la toxicité exercée par les LyT était dépendante d'un
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signal de mort Fas/FasL. Or, le signal Fas/FasL s’effectue par interaction directe de
Fas avec son ligand (Zhang, Kaizuka & Hanagata, 2012), ce qui justifie la proximité
directe des LyT avec les neurones dopaminergiques de la SNpc. Dans le modéle 6-
OHDA, la prédominance de contacts LyT/microglie suggére qu'une cytotoxicité
directe exercée par les LyT sur les neurones dopaminergique est peu probable dans
le modeéle 6-OHDA. En revanche, un impact indirect sur la survie neuronale via
l'orientation du profil d'activation microgliale est a envisager. Il est intéressant de
noter qu'en adéquation avec nos résultats, d’autres données obtenues dans le
modéle murin MPTP ne montrent pas de contacts entre les LyT infiltrés et les
neurones dopaminergiques, mais en revanche, une proximité avec les cellules
microgliales activées exprimant le CMHII (Depboylu et al., 2012).

Dans notre modeéle, nous observons un ratio équilibré de CD4/CD8. Ces résultats
sont une fois de plus différents de ceux obtenus dans le modéle MPTP (Brochard et
al., 2009) ou le ratio CD4/CD8 est de 1 pour 3. Toutefois Brochard et collaborateurs
montrent que dans le modele MPTP les LyT CD8* ne jouent aucun rdle dans le
processus de neurodégénérescence, résultat montrant que le critere de densité est
finalement de faible valeur pour déterminer l'importance fonctionnelle des LyT
infiltrant le SNC. Aucune donnée ne permet néanmoins de conclure qu’il en est de
méme chez I'hnomme dans la MP, méme si le ratio CD4/CD8 est la encore
déséquilibré en faveur des CD8 (Brochard et al., 2009). Si l'on s’intéresse a la
cinétique d’infiltration des LyT CD4 et CD8 dans notre modéle, on retient que
linfiltration est précoce, atteint son maximum plus rapidement que dans le modele
MPTP avant de légérement diminuer par la suite. Nous n’avons pas étudié ce
parameétre dans notre modeéle au-dela d’'une semaine aprés injection de la toxine, et
ne pouvons de ce fait exclure la possibilité que le ratio CD4/CD8 se modifie aux

phases plus tardives du modele.
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Un tableau récapitulant les différences immunopathologiques observées entre les
modéles MPTP, 6-OHDA et la MP est présenté ci-dessous.

MPTP 6-OHDA MP
Spécifique a la Spécifique a la Spécifique a la
Localisation SNpc SNpc SNpc
Méninges ? Méninges Méninges ?
Densité = 6 a 300/mm? = 1 a 3 cell/mm? = 1 a 3 cell/mm?
+ +
Contacts
(Brochard et al., - (Brochard et al.,
LyT/neurones
2009) 2009)
Phénotype CD8 > CD4 CD8 = CD4 CD8 > CD4
- Début : J2 - Début : J1 - Début : précoce
Cinétique - Maximum : J7 - Maximum : J4 | (avant apparition de
infiltration T - puis - puis la phase
décroissance décroissance symptomatique)

Les différences qualitatives, quantitatives et de cinétiques observées au regard de
l'infiltration T entre le modéle 6-OHDA et le modéle MPTP nous ont incités a explorer
la fonction des LyT dans notre modéle en utilisant les mémes approches que
Brochard et coll. (Brochard et al., 2009) Nous avons été surpris des résultats
montrant que, contrairement au modeéle MPTP, un déficit génétiquement déterminé
en LyT avait pour conséquence une aggravation de la pathologie, avec perte
neuronale augmentée, troubles comportementaux aggraves et activation microgliale
accrue. Outre I'utilisation de souris Foxn1”- et NOD SCID exclusivement dans nos
travaux, des souris C57BI/6 Rag71’ et CD3’ ont été employées dans les deux
études. L’apport des souris Foxn1”- et NOD SCID sur la validité de nos résultats est
important car il permet d'aborder non seulement la question des différences de
susceptibilité liees aux fonds génétiques mais aussi au degré et a la nature de

'immunodéficience.
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Parmi les facteurs qui peuvent potentiellement expliquer ces divergences de
résultats, nous en discuterons quatre qui paraissent importants : I'age des animaux,
leur genre, la nature des toxines utilisées et leur mode d'administration. Les données
de la littérature montrent que le vieillissement est un facteur important sur la
cinétique de neurodégénérescence et sur I'activation microgliale (Streit et al., 2004;
Miller & Streit, 2007; Gemechu & Bentivoglio, 2012). Or notre étude, comme celle de
Brochard et collaborateurs, utilise des souris agées de 10 a 12 semaines, ce qui est
considéré comme un état d'adulte jeune chez la souris. Il s'agit la d'un défaut relatif
qui est commun aux deux modeles et qui ne permet pas d'expliquer les divergences
observées. En revanche, concernant le genre des animaux, nous utilisons des
femelles, contrairement aux travaux de Brochard et collaborateurs qui réalisent leur
modeéle sur des males. Parmi la multitude de données qui démontrent l'impact des
hormones sexuelles sur l'inflammation et/ou la susceptibilité a différents modéles de
pathologies neurologiques, retenons qu’il a été montré en culture cellulaire que
I'cestradiol, hormone femelle, pouvait diminuer la sensibilité neuronale a la toxicité
induite par le MPTP et la 6-OHDA (Callier et al.,, 2002). Ce résultat fait écho a
l'incidence plus importance de la MP chez les hommes que chez les femmes
(Shulman, 2007). Le probleme lié au genre des souris n’interfére possiblement pas
avec I'essence de nos résultats mais est néanmoins a prendre en considération et
nécessiterait de reproduire nos résultats chez des souris males.

En ce qui concerne le mode d’injection et I'effet de la toxine, on note de grandes
différences entre les deux modéles. La toxine 6-OHDA, analogue structural de la
dopamine, utilisée en injection intrastriatale posséde une grande spécificité. En effet,
non seulement elle n’atteint que les neurones et fibres dopaminergiques, mais de
plus, elle se limite a la Iésion de la voie nigrostriée, tout en ne perturbant pas les
autres systemes dopaminergiques comme, par exemple, les réseaux neuronaux
dopaminergiques au niveau des bulbes olfactifs ou dans le systéme limbique (circuit
neuronal impliqué dans le systéeme de récompense). La 6-OHDA n’entraine pas de
lésions dans toutes les autres structures normalement touchées dans la pathologie
humaine (Betarbet, Sherer & Greenamyre, 2002), mais peut mimer chez le rat
certains troubles non moteurs observés dans la MP, comme des troubles

comportementaux et cognitifs (Tadaiesky et al., 2008).
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Par opposition, la toxine MPTP, injectée en plusieurs injections intrapéritonéales,
cible les catécholamines (noradrénaline, dopamine, adrénaline) et, de ce fait, pas
uniqguement les neurones et fibres dopaminergiques (Ambrosio & Mahy, 1989;
Luthman & Sundstrom, 1990). La perméabilité de la BHE a été décrite comme
altérée 6h aprés intoxication, avant de redevenir normale 12h aprées (Brochard et al.,
2009). Une perméabilité a plus long terme de la BHE a été observée dans certaines
études (Zhao et al., 2007).

Dans ce qui suit, nous discuterons, au regard de nos propres résultats et des
données de la littérature, les éventuelles sous-populations de LyT qui pourraient
jouer un réle dans la pathologie de la MP et expliquer les résultats obtenus chez des
souris immunodéficientes ou I'absence de LyT a une incidence délétére sur la perte
de neurones dopaminergiques, I'activation microgliale, ainsi que les troubles moteurs
associés, apres lésion 6-OHDA.

L'une des questions soulevées par nos résultats est le réle possible d'une infiltration
de cellules myéloides périphériques au sein du SNC chez les souris 6-OHDA
immunodéficientes. Différents travaux ont en effet montré une infiltration de
macrophages au sein du SNC dans le modéle MPTP (Kokovay & Cunningham,
2005; Rodriguez et al., 2007; Depboylu et al., 2012). On sait toutefois que la rupture
de la BHE induite par les procédures d'irradiation qui précédent la reconstitution
hématopoiétique conduit a surestimer considérablement le flux de cellules myéloides
dérivant de la périphérie dans les modéles de neurodégénérescence (Ajami et al.,
2007; Mildner et al., 2007; Shechter et al., 2009; Cusick et al., 2013). En 'absence
de marqueur permettant de formellement discriminer les macrophages de la
microglie, Il est techniquement trés difficile d'évaluer la part réelle de I'apport
périphérique a lI'accumulation de cellules myéloides dans la SN de souris 6-OHDA.
Seule l'approche complexe de parabiose permettrait de trancher définitivement
(Mildner et al., 2007). Notons toutefois que dans le modéle biaisé de
I'irradiation/reconstitution, les LyT infiltrant la SN de souris MPTP établissent des
contacts intercellulaires avec la microglie résidente mais ni avec les macrophages
infiltrants, ni avec les neurones (Depboylu et al., 2012). Extrapolés au modéle 6-
OHDA, ces résultats suggeérent que le dialogue LyT/microglie pourrait non seulement
déterminer I'étendue de la perte neuronale dans la SN mais également le niveau de

178



recrutement de macrophages dérivés du sang. En faveur de cette hypothése, une
récente étude montre que dans un modéle murin de SLA, I'activation précoce de la
microglie résidente est responsable du recrutement secondaire de
monocytes/macrophages via la chémokine CCL2 (Butovsky et al., 2012).

On peut émettre I'nypothése que la neuroprotection exercée par les LyT dans notre
modeéle pourrait étre médiée par des cellules T cytotoxiques interagissant avec les
cellules microgliales activées. Ainsi donc, dans le modéele 6-OHDA comme dans le
modéle MPTP et peut-étre aussi dans la MP (Brochard et al., 2009), le phénotype
des cellules et le réle gqu’elles jouent seraient les mémes, mais les cibles de ces
effets seraient différentes, entrainant dans un cas laugmentation de Ila
neurodégénérescence, et dans l'autre, sa diminution. Il a ainsi antérieurement
démontré que I'activation microgliale par des cytokines Th1 augmentait leur
sensibilité a I'apoptose (Spanaus, Schlapbach & Fontana, 1998).

Nos résultats conduisent également a discuter le rble potentiel de sous-population T
dont les effets neuroprotecteurs ont été précédemment démontrés dans différents
modeéles de neurodégénérescence ou de lésions neuronales aigues : les Tregs et les
Th2. Dans cette hypothése, les Th2/Tregs exerceraient un effet protecteur en
sécrétant diverses cytokines instructrices comme I'lL-4, I'lL-10 et le TGFB, qui
induiraient un programme d'activation neuroprotecteur. Plusieurs études étayant
cette hypothése ont montré I'importance des Tregs sur la survie neuronale,
notamment dans le modéle MPTP (Liu et al., 2009; Appel, Beers & Henkel, 2010;
Gendelman & Appel, 2011). Ainsi donc, 'abondance de données en faveur de
I'hypothese d’'un phénotype régulateur des LyT que nous observons dans la SNpc de
nos souris traitées a la 6-OHDA tend a nous faire penser que ces cellules sont
prépondérantes dans [l'effet de neuroprotection observé. D’autre part, cette
importance des Tregs pourrait soit dépendre de cascades moléculaires menant a
I'extravasation préférentielle de ces phénotypes lymphocytaires au sein du SNC, soit
étre la conséquence d’une augmentation de la proportion de Tregs/Th2 par rapport
aux autres sous-populations de LyT. Aucune donnée que ce soit dans le modele 6-
OHDA ou MPTP ne permet de statuer sur cette question.

Il est intéressant de revenir sur les résultats obtenus dans le modéle MPTP. En effet,
on peut supposer que la diminution de noradrénaline induite par la toxine devrait

entrainer une augmentation du nombre de Tregs, et ainsi, potentiellement moduler la
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perte de neurones dopaminergiques, car il a été montré que la noradrénaline
induisait I'apoptose des Tregs (Wirth et al., 2014). Les résultats obtenus par
Brochard et collaborateurs laissent de ce fait supposer, dans ce modeéle, I'existence
probable de mécanismes encore inconnus de sélection des populations de LyT
recrutées sur le lieu de la mort des neurones dopaminergiques.

Il a été montré dans un modéle d'excitoxicité au glutamate que les T CD4 effecteurs
(désignant dans ce travail I'ensemble de la population T CD4 a I'exception des Tregs)
pouvaient jouer un role de régulation, moduler I'activation microgliale et prévenir la
mort neuronale (Kipnis et al., 2004). Cette étude s'inscrit dans I'hypothése de l'auto-
immunité protectrice qui postule que des LyT auto-réactifs jouent un réle protecteur
dans les situations d'atteintes neuronales (Schwartz & Kipnis, 2011).

L'hypothése d'un rdle majeur des Tregs dans la physiopathologie de la MP est
étayée par la mise en évidence d'un défaut d'activité suppressive des Tregs chez les
patients parkinsoniens (Saunders et al., 2012). |l n'y a pas en revanche de données
concordantes concernant le pourcentage de Tregs chez les patients (Rosenkranz et
al., 2007; Niwa et al., 2012). Ces éléments pourraient expliquer que l'activation
microgliale chez les patients parkinsoniens ne soit pas maitrisée et soit 'un des
facteurs impliqués dans la neurodégénérescence. Cependant, les données actuelles
ne nous permettent pas de savoir si une baisse de l'activité des Tregs est 'une des
causes de la mort neuronale observée dans la MP ou au contraire sa conséquence.
Dans notre étude, il apparait également essentiel de discuter la cinétique d’infiltration
T d’'un point de vue phénotypique. En effet, I'activité neuroprotectrice des LyT infiltrés
dans la SNpc s’exerce dans un environnement moléculaire et cellulaire complexe,
évoluant au fil des cinétiques d'activation moléculaire de chaque type cellulaire.

Nous émettons I'hypothése que les LyT infiltrant la SNpc au début de la MP auraient
un phénotype régulateur (ce que nous observons dans notre modéle). Dans la phase
précoce de [linflammation, les cellules microgliales sécrétant des facteurs
neurotrophiques induisent des réponses anti-inflammatoires de la part des LyT, et
engendrent ainsi une régulation de I'état inflammatoire en ne recrutant sur le lieu de
inflammation que des cellules T régulatrices. Au cours du temps, I'environnement
moléculaire et cellulaire évoluant (libération de substances pro-inflammatoires,
neurodégénérescence plus avanceée...), le phénotype des LyT s'infiltrant change
pour adopter un profil d’activation pro-inflammatoire, exacerbant d’autant plus le
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processus de neuro-inflammation (ce qui est observé dans le modéle MPTP). Dans
la phase aigué de l'inflammation, les cellules microgliales activées induisent des
réponses pro-inflammatoires de la part des cellules T, et peuvent, dans des
conditions chroniques, perpétuer I'état inflammatoire en engageant et en activant les
Teffs pro-inflammatoires polarisés, ce qui induit leur infiltration au niveau des sites de
neurodégénérescence. Les cellules microgliales précocement anti-inflammatoires
pourraient a la fois limiter la neurodégénérescence et I'extravasation des cellules T
cytotoxiques au profit des Tregs, au sein du parenchyme cérébral. Lorsqu’elles
adoptent un profil d’activation pro-inflammatoire, la neurodégénérescence augmente
et les cellules T cytotoxiques peuvent étre recrutées depuis la périphérie.

Ceci est en accord avec les données montrant une diminution du phénotype des LyT
CD4*CD25" par rapport a un phénotype Th17 au cours de la MP (Saunders et al.,
2012). Le phénotype des LyT et, de ce fait, leur réle, sont soumis a des régulations
moléculaires. Une production de TGFB assortie d’'une sécrétion d’IL-6 oriente
l'activation des LyT naifs vers un profil Th17 cytotoxique, tandis qu'une forte
sécrétion de TGFPB seule entraine l'activation des LyT naifs vers un profil
CD4*CD25"Foxp3* régulateur. De plus, l'activation de Th17 inhibe celle des
CD4*CD25"Foxp3* (Chen et al., 2003; Bettelli et al., 2006; Kimura & Kishimoto,
2010). Nous proposons que I'hétérogénéité clinique de la MP au regard notamment
de sa vitesse d'évolution est partiellement déterminée par la balance Tregs/Th17 qui
dépend elle-méme de modifications subtiles du microenvironnement cérébral. De la
méme facgon, le passage d'une forme infra-clinique a une forme cliniquement parlante
de la MP serait en partie lié a une différenciation préférentielle des T CD4 infiltrants
vers un phénotype TH17 plutdt que Tregs. Quoi qu’il en soit, la théorie d’une
infiltration de Ly Tregs aux stades initiaux puis de LyT cytotoxiques a des temps plus
tardifs dans notre modele fait écho a la théorie sur les propriétés neuroprotectrices
puis neurotoxiques de la microglie évoquée plus t6t dans cette discussion. Ainsi,
nous pouvons faire I'hypothése que les profils d’activation de ces deux types
cellulaires varient 'un en conséquence de l'autre, mais nous ne pouvons savoir de
maniere certaine si c’est le changement de profil d’activation de la microglie qui induit
celui des LyT, ou bien si, au contraire, la mise en place d’un infiltrat lymphocytaire

pro-inflammatoire entraine une modification du profil d’activation de la microglie.
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Si I'on considére que lI'absence de LyT entraine une modification des propriétés
neurotrophiques de la microglie activée vers des propriétés neurotoxiques, cela
signifie que, en amont de linfiltration lymphocytaire au sein de la SNpc, la microglie
activée adopterait « par défaut » un profil neurotoxique, contrebalancé par I'arrivée
des Tregs, pour redevenir neurotoxique au cours de la cinétique d’activation
microgliale. Les données disponibles a ce jour sont cependant obtenues a temps
tardifs (i.e. quand les symptomes de la MP se sont déclarés) et ne permettent pas de
vérifier cette hypothése (McGeer et al., 1988b; Hunot et al., 1999).

D’autre part, les neurones, en influengant I'activation des LyT vers un phénotype
régulateur, pourraient également jouer un réle (Liu, Teige, Birnir, & Issazadeh-
Navikas, 2006). Nous proposons donc la cinétique suivante : au début du processus
de neurodégénération, les neurones dopaminergiques, encore nombreux, font
incliner la balance d’activation des LyT en faveur d’'un profil régulateur de la neuro-
inflammation, ce qui permet de contrdler le processus de neurodégénérescence en
orientant la microglie activée vers un phénotype neuroprotecteur, ce qui amplifie en
retour le phénoméne. Au cours de [l'évolution de la maladie, les neurones
dopaminergiques sont de moins en moins nombreux, et leur action régulatrice
diminue. De 13, le profil d’activation des LyT commence a basculer vers un profil
cytotoxique, ce qui entraine une augmentation du processus de
neurodégénérescence en diminuant I'action régulatrice exercée par la microglie, qui,
de ce fait, amplifie le phénoméne. Lorsque la perte de neurones dopaminergiques
atteint un certain stade, les symptémes moteurs apparaissent. Au moment ou les
études sont menées sur les tissus postmortem des patients parkinsoniens, la
réaction immunitaire qui est observée serait neurotoxique.

Selon cette théorie, et si I'on rapporte cela a nos résultats, nous pouvons voir qu’une
perte neuronale d’environ 30% est déja trop importante pour qu’une action de
régulation du processus de neurodégénérescence des neurones soit envisageable,
et pour empécher que la cascade de mécanismes pro-inflammatoires se mette en
place.

Le lien pouvant unir spécifiquement les neurones dopaminergiques aux LyT n’a pas
été établi dans les études se concentrant sur les neurones dopaminergiques.
Cependant, il a été montré ex vivo que les cellules T CD4", préférentiellement en état

d’apoptose, expriment les récepteurs a dopamine D1 a D5 chez I'humain
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(Kustrimovic et al., 2014) et in vivo dans un modele MPTP de MP que les LyT CD4*
de souris exprimaient le récepteur a dopamine D3, bien que ceci ait été montré
comme délétére pour la survie neuronale (Gonzalez et al., 2013). Ces résultats
suggeérent que les neurones dopaminergiques pourraient moduler ['activité
cytotoxique des LyT en induisant leur entrée en apoptose. Rappelons ici qu’il a été
montré que la microglie en culture exprimait également les récepteurs a dopamine
D1 a D4 (Mastroeni et al., 2009). Nous pouvons penser que des meécanismes
similaires unissent donc les neurones dopaminergiques et la microglie au sein de la
SNpc, peut étre en réaction au stress oxydatif produit par cette derniére dans un état
active.

Sur le plan comportemental, un lien évident peut étre établi entre I'apparition des
troubles moteurs et la mort des neurones dopaminergiques. Nous avons montré que
plus la neurodégénérescence était prononcée, plus les troubles induits du
comportement moteur étaient importants. Ainsi, nous pouvons aisément faire le
parallele avec ce qui est observé dans la MP. Quoi qu’il en soit, le niveau de
neurodégénérescence dans notre modéle ne semble pas suffisant pour que des
troubles spontanés du contrble moteur apparaissent. Si 'on se base sur nos
résultats, nous voyons que seules les souris Foxn1”- (déficientes en LyT) montrent
des troubles spontanés du contréle moteur. Or, la perte de neurones
dopaminergiques chez ces animaux traités a la 6-OHDA dépasse les 60% et ce sont
les souris montrant la différence de perte neuronale la plus importante avec les
contréles. Ainsi, nous pouvons nous poser la question de I'existence d’'un effet de
seuil de perte neuronale entrainant la survenue de troubles spontanés du controle
moteur. Cette hypothése semble cohérente avec les résultats obtenus dans la MP,
ou les premiers symptdmes apparaissent globalement lorsque le seuil de 50-60% de
perte neuronale est atteint (Fearnley & Lees, 1991). Cette notion de seuil a partir
duquel la perte neuronale est suffisante pour voir I'apparition des déficits moteurs
souleve la question de savoir quels mécanismes sont impliqués dans la
détermination de ce seuil.

Au cours de notre étude, nous avons envisagé l'implication d’autres structures
cérébrales que la SN dans la mise en place de la MP. En effet, chez ’'homme, un
ensemble de structures cérébrales est atteint au cours du temps (Braak et al.,

2003b). Nous avons montré une activation microgliale dans le thalamus de nos
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souris lésées. Cette structure est atteinte chez toutes les souris,
immunocompétentes ou immunodéficientes. Seule [lintensité de [l'activation
microgliale est plus importante chez les souris immunodéficientes que chez les
souris contrdles. D’autre part, nous montrons dans cette méme structure une perte
neuronale importante. Nous pouvons en déduire que I'absence de LyT n’est pas la
cause de cette atteinte thalamique, mais semblerait toutefois amplifier le
phénoméne. On peut donc faire la suggestion que les LyT pourraient jouer dans le
thalamus le méme réle protecteur que dans la SNpc, par un mécanisme direct ou via
les effets exercés au niveau de la SN. Des analyses sont en cours pour confirmer ou

infirmer la présence de LyT dans le thalamus des souris 6-OHDA.

La démonstration d'une inflammation et d'une perte neuronale dans le thalamus des
souris 6-OHDA appelle différents commentaires relatifs aux liens fonctionnels et
anatomiques entre SN et thalamus. La SN fait partie d’'un réseau de populations
neuronales distribuées dans les noyaux gris centraux et plusieurs autres structures
cérébrales qui interagissent, en stimulant ou inhibant chacune de ces structures. Les
boucles de contréle sont complexes et peuvent expliquer, par levée d’inhibition ou au

contraire d’excitation, que d’autres structures que la SN se mettent a dysfonctionner.

Les connexions entre les principales structures de ce réseau sont représentées dans

la figure suivante :

Striatum

Structures d’intérét

GABAergique

Dopaminergique

EEEEEEEEg
=

Globus Pallidus ‘ N

intern : :
terne A : Thalamus :

Globus Pallidlz,  mx :
externe

184



Dans la mesure ou la SN subit une diminution d’activité, son action excitatrice sur
certaines structures doit diminuer, et son inhibition aussi. Ainsi, hous voyons que
certains noyaux moteurs du thalamus, structure ayant des connexions avec la SN et
les régions motrices corticales (DeLong, 1990; Kwon & Jang, 2014), sont
normalement inhibés par la SNpr. La levée dinhibiton due a Ia
neurodégénérescence dans la SN entraine logiquement une augmentation d’activité
dans cette structure. Cette levée d’inhibition a donc naturellement des conséquences
sur le fonctionnement normal du comportement moteur des patients atteints de la
MP. Or, nous observons que cette structure est non seulement structurellement mais
aussi fonctionnellement impliquée dans la MP (Pifl, Kish & Hornykiewicz, 2012), et
que, fait intéressant, son volume est diminué (Geevarghese et al., 2014). D’autre
part, la stimulation électrique profonde de certains noyaux thalamiques améliore
certains des symptdbmes moteurs rencontrés dans la pathologie (Kalia, Sankar &
Lozano, 2013). Tous ces éléments sont en accord avec un rble important joué par
les structures thalamiques dans la MP.

Dans notre étude, les troubles du contréle moteur les plus importants sont retrouvés
chez les souris dont le thalamus est le plus touché, également associés a une perte
importante de neurones dopaminergiques de la SNpc. Afin de mieux appréhender le
rble de ces populations neuronales thalamiques dans la mise en place de la
pathologie, dans notre modéle appliqué sur des souris immunocompétentes, il serait
utile d’analyser les conséquences d’une Iésion de cette structure sur les troubles du
contrdle moteur. A l'inverse, nous pourrions également étudier les troubles moteurs
chez nos animaux 6-OHDA immunodéficients, auxquels une stimulation électrique
profonde de cette structure serait appliquée. Cependant, ces protocoles sont assez
lourds a mettre en place, et sortent du cadre de cette thése.

Nos résultats sont en adéquation avec les données sur les patients atteints quant a
'implication de cette structure dans la pathologie. Cependant, a notre connaissance,
aucune étude, que ce soit chez I'animal ou bien les patients parkinsoniens, n’a étudié
inflammation ou la perte neuronale dans cette structure, ce qui apporte des
données novatrices sur la question.

Dans ce contexte, nous ne pouvons pas omettre d’envisager I'implication et la
régulation des acides aminés inhibiteurs et excitateurs en lien avec la pathologie. Le

thalamus est composé en partie de neurones GABAergiques inhibiteurs (Long et al.,
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2014). Si ces neurones thalamiques dégénérent, les autres types cellulaires
excitateurs seront désinhibés, la libération de glutamate, neurotransmetteur
excitateur antagoniste du GABA, augmentera et, en excés, induira la mort cellulaire
par apoptose par un phénomeéne d’excitotoxicité (Olney, 1969).

Nos résultats, du fait de la présence d’'une activation microgliale, suggérent que la
mort des neurones thalamiques pourrait étre la conséquence d’'une phagocytose par
les cellules microgliales. Il pourrait étre intéressant de mener une étude sur
d’éventuelles interactions microglie/neurones dans le thalamus, a l'instar de ce qui
est présenté dans larticle 1 dans la SN. D’autres données obtenues dans notre

étude nous suggerent cependant une autre hypothése.

Nous avons observé, au cours de nos travaux, une astrogliose chez certaines souris
immunodéficientes. Nous pouvons donc penser que la neurodégénérescence dans
le thalamus, initiée par l'activation microgliale, entraine un déseéquilibre du systéme
activateur (glutamatergique)/inhibiteur (GABAergique). Ainsi donc, I'astrogliose, dans
ce cas précis, pourrait se montrer délétére pour les neurones. Cependant, si I'on
consideére la situation sur un plan de modulation de I'inflammation, nous arrivons a la
conclusion que les astrocytes se mettent a produire du glutamate, qui, en plus d’agir
sur les neurones pourrait avoir un impact sur les cellules microgliales activées. Ceci
est en accord avec des données montrant que les astrocytes étaient en mesure de
réguler I'activité microgliale (Lee, Schwab & McGeer, 2011). Selon cette vision, la
mort des neurones dans le thalamus peut étre due a la forte activation microgliale (ce
qui est suggéré par la relative colocalisation des zones de mort des neurones et de
présence de la microglie activée), soit de maniere collatérale par I'excitotoxicité

entrainée par 'activation des astrocytes.

En conclusion a ces travaux sur le role des LyT dans notre modéle, il convient
d’inscrire cette étude dans la continuité de celle préalablement menée par notre
equipe et auxquels j'ai contribué. Ces précédents travaux ont apporté d’'importantes
données quant a la cinétique d’activation des cellules microgliales et du processus
de neurodégénérescence des neurones dopaminergiques dans le modéle murin 6-
OHDA. Les résultats présentés dans cette thése permettent d'approfondir nos

connaissances sur l'implication du systéme immunitaire dans la mise en place et
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I'évolution de la maladie, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives pour la prise en

charge et le suivi des patients.

Ces différentes cinétiques sont reprises dans le graphique ci-dessous, synthétisant

’ensemble des données de notre étude.

Cinétiques comparées

6-OHDA
J1 J4 J7 J14
e 3ctivation microgliale e Perte neuronale
e===Troubles du contréle moteur infiltration LT

Nous pouvons dégager un schéma d’activation microgliale et de mort des neurones
dopaminergiques dans la SN, semblant suggérer que le processus de
neurodégénération serait le résultat d’'une réaction en chaine. |l a été observé que
I'activation microgliale était en place dés 4 jours aprés l'induction du modéle, soit au
moment d’infiltration maximale de cellules T. De ceci, nous pouvons faire I'hypothése
qu’'a J4, les lymphocytes observés sont présents au sein de la SNpc afin de réguler
inflammation, au moment ou les neurones dopaminergiques sont déja en train de
dégénérer. Il est possible, en tenant compte des données de la littérature (Liu et al.,
2006), que ces derniers jouent un réle sur les LyT en induisant leur phénotype
régulateur agissant en retour sur la microglie, mais déja insuffisant pour inverser le
processus de neurodégénération. Puis, a J7, la densité de LyT diminue, alors que
celle de la microglie activée est a son maximum. La mort neuronale est plus
importante, ne permettant plus d’induire le phénotype régulateur des LyT, mais pas
encore maximale. De par la diminution du phénotype régulateur des LyT dans la
SNpc, l'activation microgliale devient délétere pour les neurones, qui continuent a
mourir au moins jusqu’'a J14, et produisent de plus en plus de signaux pro-
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inflammatoires (Biber et al., 2007; Ravichandran, 2010). En revanche, a cette
période, I'activation microgliale est revenue a un état presque basal. Nous pouvons
avancer I'hypothése d’'une mort importante des cellules microgliales activées
(Fendrick, Xue & Streit, 2007; Streit & Xue, 2009), soit d’'une baisse de production de
facteurs pro-inflammatoires produits par les neurones eux-mémes et/ou des cellules

microgliales.

Nous discuterons ici rapidement les résultats préliminaires obtenus sur les souris
IFNAR”. Pour rappel, nous montrons chez ces souris une baisse de la perte
neuronale et de l'activation dans la SN, ainsi qu’'une diminution des troubles moteurs.
Il est connu que I'lFN de classe | est une cytokine pouvant agir sur le recrutement
des LyT au sein du SNC (Takeuchi & Akira, 2010; Amin et al., 2012). En prenant en
compte cette donnée, nous pouvons faire I'’hypothése que dans la MP, linteraction
entre I'lFN de classe | avec son récepteur IFNAR pourrait engendrer une activation
microgliale, entrainant la production de signaux anti- ou pro-inflammatoires par les
cellules microgliales mais aussi par les neurones dopaminergiques. Cette interaction
ligand/récepteur pourrait initier le recrutement des LyT dans le parenchyme des
patients, dont le phénotype serait influencé par I'environnement moléculaire et
cellulaire. Il a de plus été montré que I'lFN-a induisait la production d’IL-6 (Ito et al.,
1996), responsable, avec le TGFf, de I'activation des Th17. Ainsi donc, I'lFN de type
| pourrait étre la cause du déséquilibre dans la balance Tregs/Th17, ce qui serait
délétere et impliqué dans le processus de neurodégénération.

Cependant, nous pouvons nous demander quelle serait la cause de cette production
anormale d’IFN de classe | dans la MP.

Un dysfonctionnement de la régulation de I'lFN-a semble associé a différentes
pathologies. Concernant le lupus érythémateux, pathologie connue pour entrainer
une surproduction d’IFN-a, certains patients développent des syndromes
parkinsoniens (Shahar et al., 1998; Tan, Chan & Auchus, 2001). D’autre part, cette
cytokine est un traitement classique chez les personnes souffrant d’hépatite C. Or,
des études rapportent que des patients souffrant de cette maladie peuvent
développer des syndromes parkinsoniens (Kajihara et al., 2010).

L’IFN-a est sécrété, comme nous I'avons vu, en réaction a un danger, et posséde

spécifiquement des propriétés antivirales et d’activation des macrophages comme la
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microglie. Or, il a été montré que I'épidémie de grippe de 1918 avait entrainé une
vague d’encéphalopathies de von Economo, ayant mené a I'apparition de syndromes
parkinsoniens chez certaines personnes ayant contracté cette encéphalopathie
(Jang et al., 2009). Ces données ont donné lieu a la théorie de l'origine virale de la
MP. Des données allant dans ce sens ont en outre été produites, en montrant que la
perte de neurones et fibres dopaminergiques pouvait étre due a un pathogéne
encore inconnu passant la muqueuse gastro-intestinale et pénétrant le SNC via les
neurones entériques postganglioniques (Braak et al., 2003a).

Nous voyons donc lI'importance de I'lFN-a dans la MP, en lien non seulement avec la
perte de neurones dopaminergiques, mais aussi l'activation de la microglie et le
recrutement des LyT dans la SNpc. Nos résultats complémentaires sur les souris
IFNAR KO pourraient ouvrir une piste en direction d'une potentielle cible
thérapeutique qui permettrait de réguler une activation microgliale qui semble
délétere dans notre modéle.

En conclusion de cette discussion, nous voyons que nos données peuvent s’inscrire
dans un ensemble menant a une meilleure compréhension des mécanismes
impliqués dans les processus de neurodégénérescence. Nous avons montré que le
processus de neurodégénérescence associé a la MP était le fait de mécanismes
autonomes de mort neuronale, auxquels s’ajoutent des mécanismes non-autonomes,
meédiés par le systéme immunitaire avec une coopération des mécanismes immuns
innés et adaptatifs. Quoi qu’il en soit, nous nous trouvons dans le cadre de cette
étude dans un modeéle animal, qui, bien que mimant certains aspects de la MP, n’en
reflete que de maniére imparfaite les caractéristiques physiopathologiques et
comportementales. |l subsiste beaucoup de questions concernant les mécanismes
de recrutement des LyT dans la SNpc, en lien avec la cinétique d’activation
microgliale et de mort neuronale. D’autre part, nous avons mis en avant I'importance
du phénotype des LyT impliqués et le réle joué par I'environnement cellulaire et
'homéostasie cérébrale. En conclusion, il apparait que les nouvelles thérapeutiques
pourraient cibler les acteurs de l'inflammation, afin d’optimiser les traitements de la
MP.

A Tl'avenir, des études plus poussées nous permettraient d’identifier quelle(s) sous-
population(s) de LyT sont mises en jeu dans notre modéle murin 6-OHDA. De plus, il

faudrait pouvoir identifier, caractériser et analyser les mécanismes moléculaires et
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cellulaires responsables du recrutement des LyT au sein de la SNpc. Dans cette
optique, il serait utile d’approfondir les connaissances sur les différentes cinétiques

des cellules/molécules impliquées dans le processus de neurodégénérescence.
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