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Introduction Maladie d’Alzheimer

I. La Maladie d’Alzheimer

1.1. Définition

La maladie d’Alzheimer (MA) est une pathologie neuro-dégenérative caractérisee par
des altérations destructrices des neurones a ’origine d’anomalies cognitives. Deux types de
Iésions neuro-pathologiques ont été décrites: les dégénérescences fibrillaires (DNF),
correspondant a des dépots fibrillaires intracellulaires de protéine Tau anormalement
phosphorylée, et les plagues séniles, qui correspondent a des depdts fibrillaires
extracellulaires de peptide amyloide p (Fig 1). La maladie est également caractérisée par une
atrophie cérébrale et une neuro-inflammation chronique résultant d’une activation des cellules

microgliales et des astrocytes entourant les dépots amyloides.

Loss of Connections
% _ Between Neurons
L
; ~— i

Amyloid Plaque - 3 ~
WorIIL114
FHEE3E355304
';;"’Q » “ .
L %" »
3

) )
LALLELLEL T ==
"5 94 h
s
Negurofibrillary Tangle

\‘ “ Disintegrating
Microtubule

Figure 1 : Lésions neuro-pathologiques de la maladie d’Alzheimer. (Institute nationale de la

santé aux Etats-Unis)

Les patients atteints de la MA présentent une évolution progressive et irréversible des
Iésions neuro-pathologiques entrainant secondairement une atrophie cérébrale et une

inflammation neuronale ; ces atteintes conduisent a une atteinte du langage, des fonctions



Introduction Maladie d’Alzheimer

instrumentales et des fonctions exécutives, aboutissant a la perte d’autonomie au stade de
démence (Ballard et al., 2011).

La MA a un impact important non seulement sur les patients et leurs proches, mais
également sur la société. Elle constitue donc un probléme de santé publique en France comme
dans le reste du monde, et est devenue une des priorités dans le domaine de la recherche

médicale au niveau national et international

I.2. Découverte de la maladie

Le premier cas de MA a été identifié par, Alois Alzheimer neurologue, neuro-
pathologiste et psychiatre allemand, chez une patiente, Auguste D., ayant consulté a 1’age 51
ans. Il a rapporté cette pathologie pour la premiere fois lors d’une conférence des psychiatres
allemands a Tubingen en 1906 ; la méme année, Madame D. est décédée en raison des lésions
liées a cette pathologie.

D’apres les descriptions d’Alois Alzheimer, la patiente présentait lors de son
admission des troubles émotionnels et une désorientation spatiale. Le déficit cognitif est
apparu secondairement, ainsi que les troubles du langage alors que son état se détériorait
rapidement. Durant la derniére année de sa vie, la patiente est devenue complétement
apathique. L’examen post-mortem du cerveau a révelé une atrophie importante et a mis en
évidence la présence de deux lésions, qui sont connues a ce jour a savoir les plaques séniles et

les dégénérescences fibrillaires (DNF) (Burnes et al., 2002).

Malgré les publications de Fisher et d’Alzheimer, la maladie a été considérée comme
une pathologie survenant chez les sujets jeunes jusqu’aux années 1960-70. Mais les travaux
remarquables des cliniciens ont permis de définir un processus neuro-pathologique différent
de celui associé au vieillissement normal. Les criteres et tests spécifiques de 1’évolution de la
MA ont été décrits. Cependant, I’origine physiopathologique de cette maladie reste mal
connue, ce qui freine les avancees en termes de stratégies de diagnostic et de traitements

efficaces.

1.3. Epidémiologie de la MA
Le déclin progressif des fonctions cognitives est le mot clé pour décrire la démence,

les causes les plus fréquentes de démence sont la maladie d’Alzheimer (MA, 50-75%), les



Introduction Maladie d’Alzheimer

démences vasculaires (DV, 20-30%), les démences fronto-temporales incluant la maladie de
Parkinson (DFT, 5-10%) et la démence a corps de Lewy (DCL, <5%). (World Alzheimer’s

Disease report 2014, Alzheimer’s Disease International).

A ce jour, plus de 47 millions personnes du monde entier sont atteints de démence.
Le nombre atteindra 131 millions en 2050 du fait du vieillissement de la population mondiale
(World Alzheimer’s Disease report 2017, Alzheimer’s Disease International). Par conséquent,
le nombre de démences liées a la MA est estimé & environ 65,5 a 98,25 millions en 2050.
D’aprés les informations publiées par I’Institut national de la santé et de la recherche médicale
(INSERM), plus de 3 millions de personnes en France sont affectées par la MA a ce jour, dont
plus de 850 000 montrent des symptomes de la MA. Le chiffre s’éléve a 225 000 nouveaux
cas par an dans le territoire francais. Ces chiffres de prévalence devraient globalement doubler

dans vingt prochaines années en raison du vieillissement de la population.

La démence est un probléme mondial. A I’heure actuelle, les pays développés
comptent le plus grand nombre de cas de démence. Parallelement dans les pays sous-
développés, I’amélioration des soins de santé¢ permet d’augmenter 1’espérance de vie. La
proportion de personnes agées contribue donc a augmenter la prévalence de la démence qui
explosera dans les prochaines années. Faute de moyens financiers, d’outils technologiques, et
de personnels formés, il est plus difficile de faire le diagnostic et d’assurer la prise en charge

des patients dans les pays pauvres ou les pays en voie de développement.

La MA a un impact économique important dans la société. Le codt lié a la MA inclue
principalement les dépenses de suivi médical, I’hospitalisation, 1’aide sociale, ainsi que I’aide
a la famille et aux proches qui sont toutefois difficiles a estimer. Le montant mondial atteint
436 milliards euros dont 1’essentiel concerne les pays européens et de I’Amérique du Nord.
Néanmoins les dépenses sont sous-estimées dans les pays sous-développés et devraient

probablement augmenter le codt de facon importante dans le futur.

1.4. Aspect clinique de la MA
1.4.1. Signes cliniques de la MA
Sur le plan clinique, la MA est identifiée et diagnostiquée par les manifestations

cliniques suivantes (Dubois et al., 2007) :
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1.4.1.1. Un affaiblissement de la fonction cognitive

Les patents atteints de MA ont des difficultés a apprendre de nouvelles informations, a
retenir les informations apprises antérieurement, ou a retrouver les objets stockés dans
différents endroits. Cette altération de la mémoire est présente depuis au moins six mois. Les
patients montrent une altération de la mémoire épisodique qui est une forme de mémoire a
court terme. Cet affaiblissement de la mémoire épisodique ne peut pas étre normalisé méme si
les patients recoivent les informations effectivement encodées. Au cours de la progression de
la maladie, d’autres changements cognitifs pourront apparaitre associé¢s a I’altération de la
mémoire épisodique. En méme temps, les patients rapportent avoir du mal a planifier,
organiser et exécuter des taches complexes, surtout les doubles taches. Les patients atteints de
MA démontrent des difficultés d’expression ou/et de compréhension orale, écrite ou gestuelle.
Comme décrit chez la premiére patiente de MA suivie par le Dr Alois Alzheimer, les
dysfonctions cérébrales altérent les capacités des patients a distinguer ’orientation ou la
position relative dans ’environnement, méme avec des objets de référence. Les patients
manifestent parallelement, dans la vie quotidienne, des changements d’humeur et de

personnalité, tels que la crainte et la dépression.

1.4.1.2. Une altération des fonctions d’exécution

Les patients atteints de la MA ont du mal a raisonner, planifier, organiser et exécuter
des taches complexes. Les fonctions exécutives peuvent étre atteintes aux stades précoces de
la maladie.

[.4.1.3. L’agnosie et I’aphasie

La capacité a reconnaitre et a saisir la signification d’un objet par I'un des sens est
altérée. La perturbation du langage affecte 1’expression ou la compréhension orale ou écrite.
Elle survient en dehors de tout déficit sensoriel, ou de dysfonctionnement de la musculature

laryngopharyngée.
1.4.1.4. Trouble dans les fonctions visio-spatiales
L’altération des fonctions mentales permettant la distinction par la vue de la position

relative des objets est observée chez les patients de la MA.

[.4.1.5. Changement d’humeur et de personnalité
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Les patients atteints de la MA souffrent d’apathie et/ou de dépression ce qui perturbe

leurs les activités sociales.

1.4.2. Diagnostic de la MA

La maladie d’Alzheimer est sous-diagnostiquée. Il est notamment difficile de faire le
diagnostic différentiel entre une MA précoce et une symptomatologie liée au vieillissement
normal. D’autre part, les sujets consultant pour des troubles cognitifs sont souvent au stade
symptomatique de la maladie (MCI : Mild Cognitive Impairment) (Cantegreil-Kallen et al.,
2004).

Depuis les années 1980, les chercheurs ont décrit avec plus de précision les troubles
associes a la MA, permettant ainsi de déterminer des criteres de diagnostic. Ainsi, le
diagnostic de la MA repose sur des criteres définis par le Manuel Diagnostic et Statistiques
des Troubles Mentaux (DSM-5) de 1’ Association Américaine de Neuropsychologie (Sachdev
et al., 2014; Simpson 2014) et le « National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke and Alzheimer’s Disease and Related Disorders Associations »
(NINCDS-ADRDA). Ces deux systemes sont mis a jours régulierement. Ils proposent une
procédure en 2 étapes : classement des sujets selon la sévérité des troubles cognitifs, et par la
suite recherche de I’étiologie permettant de poser un diagnostic possible, probable ou
certaine. De nouveaux criteres IWG-2 basés sur les anomalies cérébrales au niveau clinique,
biomédical et métabolique chez les patients atteints de MA ont été proposés (Dubois et al.,
2014).

Un diagnostic le plus précoce possible associé a une intervention précoce reste le point
majeur de la recherche actuelle soulignant I’intérét de découvrir de nouveaux bio-marqueurs
diagnostics et prédictifs (World Alzheimer’s Disease report 2014, Alzheimer’s Disease

International).

1.4.2.1. Evaluation neuropsychologique

Le but de I’examen neuropsychologique est d’évaluer chacune des conditions
cognitives, telles que les fonctions cognitives globales, la mémoire épisodique, la mémoire
sémantique, les fonctions exécutives, I’attention et les fonctions instrumentales
(https://www.has-sante.fr). Cette évaluation est réalisée par les gériatres ou les

neuropsychologues dans le service lors de la consultation des sujets. Les tests utilisés dans le
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cadre de 1’évaluation neuropsychologique permettent d’établir un profil cognitif des sujets qui

est utile pour les cliniciens afin de préciser les atteintes cérébrales chez les sujets.

1.4.2.1.1. Mini-Mental State Examination (MMSE)

Le test MMSE ou test Folstein est un des tests largement utilisé dans 1’évaluation des
conditions cognitives. Ce test a été rapporté pour la premiére fois par Marshal Folstein en
1975. 1l comprend trente questions et chaque réponse correcte apporte un point. Le score
maximum est donc de 30 points (Folstain et al., 1975). Plus le score est proche de 0, plus
I’état de démence du patient est avancé. Un score 26>MMSE>19 suggere une démence
Iégere, un score de 18<MMSE<11 suggere une démence modérée, un score de 10<MMSE<0
suggeére une démence severe (Folstein et al., 1975; Cockrell and Folstein 1988; Derouesné et
al., 1999). Mais ce test comporte des limites et est considéré comme un test rapide et général.
En effet, les scores finaux sont facilement influencés par le contexte culturel et social des
patients. Une combinaison avec d’autres tests est donc conseillée afin d’augmenter la

précision des résultats (Mitchell 2009).

1.4.2.1.2. Cinical dementia rating (CDR)

Développé pour la premiére fois en 1976, le CDR est principalement utilisé afin de
détecter et classifier la sévérité chez les sujets atteints de démence, surtout en cas de MA. Le
test contient six parameétres : la mémoire, I’orientation spatio-temporelle, le jugement et la
résolution des problémes, le comportement socioprofessionnel, le comportement a la maison
et I’hygiéne personnelle. Chaque parametre est noté indépendamment et le score de la
synthése correspond a un niveau de sévérité : CDR=0 (pas de démence), CDR=0,5 (démence
tres légere, stade MCI), CDR=1 (démence légere), CDR= 2 (démence modeérée), CDR= 3
(démence sévere) (Lima et al., 2017). Le score de ces six domaines peut étre additionné
comme CDR Sum of Boxes ou CDR-SOB qui est récemment utilisé d’évaluer la sévérité des

patients au stade précoce (Cedarbaum et al., 2013).

D’autres tests permettant d’explorer des fonctions cognitives particuliéres, altérées
lors de la MA, peuvent également étre utilisés au cours de 1’examen neuropsychologique, tels
que le test Rey-Osterrieth Complex Figure (RCFT, Baerresen et al., 2015) , le test Buschke
Selective Reminding (SRT, Venneri et al., 2011) et I’épreuve des 5 mots (Dubois et al., 2002).

Pour information, I’ensemble de ces test ne permet pas de faire un diagnostic certain
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de la MA.

1.4.2.2. Imagerie cérébrale

Seule 1’analyse post-mortem des cerveaux des patients atteints de MA permet de faire
un diagnostic définitif. En revanche, elle donne peu ou pas d’informations concernant la
localisation des premieres lésions ni leur progression dans le cerveau. Des techniques

d’imageries permettent quant a elles de répondre a cette problématique.

Les techniques les plus largement utilisées sont 1’imagerie par résonnance magnétique
(IRM) et la tomographie par émission de positons (TEP). Ce sont des techniques non
invasives permettant de détecter les lésions in vivo, pratiquées dans le diagnostic et le suivi
des patients de la MA.

1.4.2.2.1. Imagerie structurelle, IRM (Imagerie par résonnance magnéetique)

L’IRM permet de détecter des altérations au niveau de la substance blanche et grise.
Elle permet d’évaluer in vivo la perte neuronale dans des régions cérébrales spécifiques
impliquées dans la MA, telles que I’hippocampe ou le cortex entorhinal qui sont des régions
cérébrales clés pour la fonction du langage et de la mémoire chez I’homme (Bobinski et al.,
2000). Les anomalies détectées sont considérées comme un bio-marqueur des lésions
neuronales chez les sujets atteints de MA (Dubois et al., 2014). Grace aux technologies non-
invasives de I’imagerie comme I’IRM et la TEP, I’atrophie au niveau cérébral est détectée
chez les patients. Cette atrophie concerne la région hippocampique, le cortex, ou I’amygdale
qui sont des régions cérébrales clés pour la fonction du langage et de la mémoire chez
I’homme. De plus, I’atrophie cérébrale détectée par I’IRM, est associee a la sévérité de la
maladie. Chez les patients au stade précoce qui présentent déja des atteintes de la mémoire,
I’atrophie cérébrale est localisée uniquement dans le cortex cingulaire postérieur et le cortex
orbitofrontal. Au cours de I’évolution de la maladie, alors que le déclin cognitif touche le
langage et la fonction exécutive, I’'[RM détecte une atrophie qui s’étend au niveau

hippocampique et du lobe frontal (Fig 2) (Del Sole et al., 2016).
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SR

Patient with Akzheimer’s disease Healthy control

Figure 2 : Images obtenues par IRM structurelle & haute résolution montrant une atrophie
hippocampique chez un patient atteint de la MA (A) par rapport a un témoin apparié en age
(B) (Teipel et al., 2015).

1.4.2.2.2. Imagerie fonctionnelle, TEP (Tomographie par émission de positons)

Cette technique permet d’augmenter la précision du diagnostic et de détecter de faibles
modifications dans le cerveau (Dukart et al., 2011). Elle utilise des molécules biologiquement
actives et faiblement radio-marquées. Elle permet d’identifier des interactions biologiques in

Vivo.

Patient with Alzheimer’s disease
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Figure 3 : Image obtenue par la technique [*®F]Fluorbetaben TEP montrant 1’ Accumulation du
peptide amyloide au niveau cortical chez un patient atteint de la maladie (& gauche) en

comparaison avec un sujet contrdle sain (& droite) avec le marqueur (Teipel et al., 2015).

En tant qu’un analogue du glucose, le [*8F] FDG permet de donner des informations
sur le métabolisme du glucose au niveau cérébral qui est un reflet de ’activité synaptique. En
effet, dans notre cerveau, la glycolyse aérobie est la source principale d’énergie pour soutenir
les activités biologiques des neurones (Vlassenko et al., 2015). Une baisse du métabolisme du

glucose refléte une perte neuronale est caractéristique de la MA.

Le 1C-PIB (Pittsburg compound B) se fixe sur des dépdts fibrillaires amyloides ainsi
qu’a d’autres lésions contenant le peptide amyloide A telles que I’angiopathie amyloide
cérébrale. Ce composé se lie préférentiellement aux peptides amyloides sous formes des
fibrilles et permet donc de visualiser la charge amyloide qui est 2 a 3 plus importante chez les
patients par rapport aux témoins appariés en 1’age (Klunk et al., 2003). Un autre marqueur de
la charge amyloide, le [*®F]Fluorbetaben se lie aux plaques séniles p-amyloides dans le
cerveau. In vitro, le [*®F]Fluorbetaben présente une affinité nanomolaire pour les fibrilles B-

amyloides synthétiques et pour I’homogénat de cerveau atteint de la MA (Fig 3).

De la méme maniére, d’autres ligands ont été développés pour suivre la progression
des dégénérescences fibrillaires en ciblant les formes pathologiques de protéine Tau. Le
marqueur idéal doit se lier spécifiqguement aux protéines Tau et posséder une forte capacité a
traverser la barriére hémato-encéphalique. Le marqueur 8F-AV-1451 est désormais utilisé

afin d’évaluer la progression de la maladie (Mattsson et al., 2018).

1.4.2.3. Bio-marqueurs

L’analyse des bio-marqueurs dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) permet
d’augmenter la précision du diagnostic au stade précoce de la maladie. Le LCR étant
directement en contact avec 1’espace extracellulaire du cerveau, le niveau de I’expression de
ces bio-marqueurs refléte donc 1’altération ou la modification physiologique et pathologique

du systeme nerveux central lui-méme.

A ce jour, chez les patients atteints de la MA, il existe trois bio-marqueurs clés dans

LCR. Ce sont les peptides ABi-42 (APas2), la protéine Tau (T-Tau) totale et la protéine Tau

10
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phosphorylée (P-Tau) (Charidimou et al., 2018). Une expression anormalement faible de
I’APB42, associée a une expression élevée de la T-Tau et la P-Tau, et surtout un ratio plus
important T-Tau/ABa2 ou P-Tau/ABa2 , ont été observés chez les patients de la MA par rapport
aux témoins appariés en age. La sensibilité et la précision atteignent 85% dans les cas
cliniques (Olsson et al., 2016). Le rapport du peptide AP sur la protéine T-Tau, nommé
comme « IATI » (« Innotest Amyloide Tau Index », ratio AP1-42/(240 + 1,18 x tau)) nous
permet d’avoir quatre profils biologiques ; le profil biologique de la MA correspond & un
IATI bas (<1), associé a une valeur élevée de Tau phosphorylées (Fig 4) (Dumurgier et al.,
2014).

A\
IATI :
Profil 5 Profil
normal : intermédiaire
&

1.0 - ----------------------------------------------------------

Profil Profil

intermédiaire & Alzheimer

Tau phosphorylée, pg/mL

60
Figure 4 : Représentation graphique des différents profils obtenus en fonction des taux de
biomarqueurs dans le LCR (Dumurgier et al., 2014)

D’autres marqueurs du LCR ont été développés afin d’améliorer le diagnostic de MA
au stade précoce. Par exemple, la protéine PKR (RNA-dependent Protein Kinase) est une
kinase ubiquitaire et pro-apoptotique. La PKR sous la forme phosphorylée s’accumule dans
les neurones en dégénérescence au cours de la MA. Dans une étude longitudinale, une forte
concentration de la PKR phosphorylée détectée au début de I’inclusion des patients était
prédictive d’un déclin cognitif plus rapide (Hugon et al., 2009). Un marqueur des cellules
microgliales et des astrocytes, YKL-40 (aussi appelée Chitinase-3-like 1, CHI3L1), a été

également proposé; en effet, une méta-analyse a mis en évidence une augmentation de ce

11
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marqueur chez les patients MA, particulierement chez les patients atteints de formes tres

Iégeres de la maladie (Olsson et al., 2016).

A part les bio-marqueurs du LCR, de plus en plus d’attention a été portée sur
I’identification de bio-marqueurs sanguins. Contrairement au LCR, le sang présente
I’avantage d’étre plus facilile a prélever chez les patients et les sujets contrdles. Méme si
certaines protéines plasmatiques (APs2, Apo-Al, A2M) sont associées a la charge amyloide,
aucun bio-marqueur sanguin n’a été validé a ce jour. Trés récemment, un mod¢le coopératif a
été propose en prenant en compte plusieurs concepts pour la découverte des biomarqueurs
sanguins et leur utilisation en clinique (Fig 5). Ce modele, établit avec des partenaires
académiques et industriels, fournit un paradigme claire et utile pour le développement des
biomarqueurs sanguins pour la MA et d’autres maladies neuro-dégénératives (O’Bryant et al.,

2017).

Discovery and Test Evaluation of Fit-For-Purpose and Clinical
Validation Phase Utility Phase
LOW INDUSTRY LEADERSHIP HIGH
L
Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 4 Stage 5 Stage 6 Stage 7
Finalize COU
Discovery g‘f’g:‘rgfj:t’: Validation Registration
Define Studies Blomarkeslal Blinded Set Study in COU Trials Clinical
Ccou Case - Lock-D Validation Regulatory Regulatory Use
control :Ife;hgc‘:;n Regulatory Consultation | Consultation
Consultation

Figure 5 : Nouveau mode¢le d’évaluation de 1’utilité de biomarqueurs grace a un partenariat

des structures privées et publiques (O’Bryant et al., 2017).

1.4.3. Différents stades de la MA.
A TI’aide des tests neuropsychologiques, de I’imagerie cérébrale ainsi que du dosage
des bio-marqueurs du LCR, un profil complet du patients atteint de MA peut étre établi

permettant de distinguer les différents stades de cette maladie :

12
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1.4.3.1. Stade asymptomatique (« Clinical Dementia Rating », CDR=0)

Les sujets a ce stade présentent des signes d’accumulation du peptide amyloide sur
I’imagerie cérébrale par TEP et/ou un taux faible de peptide APs2 au niveau du LCR. Par
contre, il n’existe pas de neuro-dégénérescence, ni de troubles cognitifs (Sperling et al., 2011).
C’est la phase la plus longue de la maladie ; elle commence plusieurs dizaines d’années avant
I’apparition des symptomes. Il est donc important de trouver des outils de prédiction de la
transition du stade asymptomatique au stade suivant (MCI). Dans une étude préliminaire, un
algorithme utilisant des variables facilement accessibles auprés des praticiens (age, sexe,
nombre d’années d’études, statut marital, historique médical, etc.) a permis de générer des
scores de prédiction afin de prédire la conversion du stade asymptomatique au stade
prodromal (Pankratz et al., 2015). Par ailleurs, des bio-marqueurs du LCR tels que la
préséniline 1 (PS1), dont la sa mutation induit la surproduction du peptide amyloide, a
I’origine des formes familiales de la MA, pourraient permettre le diagnostic de la maladie dés
le stade asymptomatique. En effet, I’altération des complexes PS1 est fréquemment retrouvée
en cas de MA génétique ou sporadique et une augmentation des complexes stables de la PS1
dans le LCR pourrait constituer un bio-marqueur de la maladie au stade asymptomatique
(Sogorb-Esteve et al., 2016).

1.4.3.2. Stade MCI (« Mild Cognitive Impairement », CDR=0,5)

Au cours du stade MCI, les patients présentent des déficits cognitifs légers. Plusieurs
formes de MCI ont été décrites : MCI amnésiques purs, MCI avec altération de plusieurs
fonctions cognitives (y compris la mémoire), MCI avec plusieurs déficits cognitifs sauf la
mémoire (Petersen et al., 2014). Plusieurs parametres, dont la fonction cognitive, I’age, le
langage, la mémoire, les fonctions visio-spatiales, la vie quotidienne, et la vie sociale sont pris
en compte par le clinicien afin de pouvoir diagnostiquer de la facon la plus précise possible

les patients a ce stade, ce diagnostic restant toutefois difficile.

Certains patients MCI restent stables et ne développeront jamais de syndromes
démentiels, tandis que d’autres développent une démence. Un groupe Japonais a annoncé
avoir developpé un systeme diagnostique assisté par ordinateur qui analyse les données issues
de I’IRM structurelle pour pouvoir prédire la progression du stade MCI vers la démence entre

un et trois ans avant la confirmation par le diagnostique clinique (Beheshti et al., 2017).

13
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1.4.3.3. Stade de la démence

Cette phase est facilement identifiable. Le patient présente des troubles cognitifs
multiples et séveres qui ne lui permettent pas de réaliser les travaux quotidiens au cours de sa
vie personnelle ou sociale. A ce stade, la vitesse d’évolution de la maladie est difficile a
déterminer. Cette vitesse de la progression pourrait étre influencée par différents paramétres

comme ’age, le sexe, I’éducation...

1.5. Physiopathologie de la MA

Les Iésions de la MA associent I’accumulation de certaines protéines, des pertes de
neurones et de synapse, et des altérations liées a des processus réactionnels. Les modeles
animaux, ont permis d’identifier deux manifestations neuro-pathologiques principales : les
plaques séniles dues a des dépdts du peptide amyloide AP a I’extérieur des neurones, et les
dégénérescences neuro-fibrillaires formées par des agrégats intracellulaires de protéines Tau
hypersphosphorylées.

1.5.1. Pathologie amyloide

Ayant été identifiée depuis 1984 (Glenner et al., 1984), une surproduction du peptide
amyloide AP est favorable a la formation des plaques séniles susceptibles de déclencher la
cascade pathologique de la MA et contribuer a d’autres pathologies liées a cette maladie. Une
piste traditionnelle de traitement consiste a agir sur la pathologie liée au peptide AP, en
diminuant sa production et en augmentant sa clairance par immunothérapie active ou passive

afin de réduire la formation des plaques.

1.5.1.1. Protéine précurseur amyloide (« Amyloid Precursor Protein » ou APP)

La pathologie amyloide est caractérisee par des agrégats extracellulaires
principalement constitués des peptides amyloides AP. Les peptides AP sont issus du
catabolisme de la protéine précurseur amyloide. Cette derniére et ses homologues APLP1 et
APLP2 (« Amyloid Precursor Like Protein ») sont des glycoprotéines de type | présentant une
large portion extracellulaire, un domaine transmembranaire et une partie C-terminale appelée
APP Intracellular Domain (AICD) (Lamb et al., 1993).

Le geéne codant pour I’APP humaine se trouve sur le chromosome 21 et contient

environ 290586 pb de ’ADN génomique. Par différents épissages, nous pouvons générer
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environ dix isoformes de la protéine APP de longueur variable qui couvrent 639-770 acides
animés (aa). Le nom des différentes isoformes est désigné en fonction du nombre d’acides
aminés (aa) qu’elles contiennent. Les isoformes les plus connues qui sont géenérées par clivage
séquentiel réalisé par les B- et y-sécrétases sont I’APP695, I’APP751 et I’APP770. Ces deux
derniéres sont exprimees préférentiellement dans les cellules non-neuronales, tandis que
I’APP 695 est surtout exprimée dans les neurones. Les trois isoformes partagent une structure
protéique conservée contenant un grand domaine extracellulaire, un petit domaine
transmembranaire et un domaine cytoplasmique (Muresan et al., 2015). Cependant, I’APP751
et I’APP770 contiennent un domaine de type Kunitz dans la région extracellulaire qui inhibe
la protéase serine (Kunitz Protease Inhibitor, domaine KPI) et qui est absent dans 1I’APP695.
A part ce domaine KPI, ’APP770 contient en parallé¢le un domaine d’homologie avec

I’antigéne MRC-OX2 (Haass et al., 1991).

L’absence ou la présence des domaines KPI et OX2 influence la fonctionnalité des
isoformes. Une augmentation de 1’expression de I’APP 770 dans le cortex occipital et
temporal, parallélement a I’augmentation observée dans I’hippocampe chez les patients de la
MA montre que le domaine KPI pourrait induire le catabolisme aberrant de I’ APP et favoriser
I’accumulation de I’AP au niveau cérébral (Tanaka et al., 1988). D’ailleurs, comme
’activation des récepteurs a NMDA (N-methyl-D-aspartate) ou NMDARs (les NMDARs sont
impliqués dans des processus de plasticité synaptique, donc de mémoire) pourrait induire une
expression variable de I’ APP en fonction de leur locations cellulaires, plusieurs études ont été
récemment lancées sur I’impact des NMDARs sur la production de peptide Ap (Green et al.,
2008). D’aprés les résultats obtenus, 1’activation des NMDARs extra-synaptiques peut
augmenter 1’expression du peptide AP via une induction du domaine KPI (Bordji et al., 2010).
Des altérations au cours de I’épissage de I’APP pourraient par conséquent, induire une

expression altérative du peptide AB qui contribue a la pathogénése de la MA.

1.5.1.2. La génération du peptide AP et des dépots amyloides

Le peptide AP est connu comme le produit protéolytique de I’APP apres que I’ APP ait
été transloquée dans le réticulum endoplasmique. L’APP subit un clivage de facon
séquentielle par différentes sécrétases (a-/B-/0-/m-/y-sécrétase). Ce processus est divisé en
deux voies en fonction du produit obtenu apres le clivage : voie non-amyloidogene et voie

amyloidogeéne.
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Figure 6 : Processus du clivage de la protéine précurseur amyloide (APP) et production du
peptide amyloide B (Ap) (Wang et al., 2017).

La majorit¢ de I’APP proceéde par la voie non-amyloidogene, qui est associée au
clivage entre les acides aminés lysinel6 et leucinel7 par 1’a-sécrétase afin de générer un
fragment N-terminal soluble (SAPPa), ainsi qu’un fragment C-terminal de 83 acides animés
(C83). Ce dernier est ensuite clivé par la y-sécrétase pour libérer un fragment court de 3 kDa
(P3) et un domaine intracellulaire APP (AICD). Le clivage réalisé par I’a-sécrétase se déroule
a la membrane plasmatique et son activité est principalement régulée par trois membres de la
famille ADAM (« A disintegrin and metalloprotease ») : ADAM9, ADAM10, ADAM17
(Sisodia 1992). De nombreuses études montrent un réle neuro-trophique et synapto-trophique
du fragment sAPPa et son implication dans des mécanismes de régulation cellulaire (Taylor et
al., 2008). En outre, comme montré dans la figure 6, I’enzyme BACE2 (j-site APP cleaving
enzyme 2) est une 0-sécrétase, qui est impliquée dans le clivage de I’ APP sans production du
peptide AP (Liu et al., 2013).

D’autres APPs par la voie amyloidogéne, sont clivées par la B-sécrétase (également
appelée BACEI (B-site APP cleaving enzyme 1) de fagon compétitive avec 1’a-sécrétase sur
les sites Aspl et Glull. Ce dernier est le site préférentiel du clivage par la B-sécrétase au
niveau du réseau Trans-Golgien, en produisant un fragment APP soluble (sAPPPB) et un
fragment C-terminal contenant 99aa (C99), qui est par la suite clivé par la y-sécrétase. Ce
clivage sequentiel libére le fragment AICD, et des peptides AP de différentes tailles entre 38 a
43 aa, dont les peptides essentiels sont I’ APao et I’APa2 (Deng et al., 2013).
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La y-sécrétase est un complexe protéique constitué de 1’ « anterior pharynx defective
1» (Aphl), la «presenilin enhancer » 2 (PEN2), la nicastrine et les présénilines 1 et 2
(PSEN1 et PSEN2). Les présénilines sont les unités catalytiques de base de la y-sécrétase,
tandis que la nicastrine et la PEN2 servent a réguler la maturation et la stabilisation de ce
complexe. Les mutations des génes PSEN1, PSEN2 ou APP, a I’origine des formes familiales
aboutissent a la surproduction de I’Ap altérent le métabolisme de I’APP et/ou la longueur du
peptide AP généré, aboutissant a une surproduction de formes pathogenes (Moore et al.,
2015).

Les stratégies ciblant a la y-sécrétase ont été¢ développées afin d’inhiber la génération
de I’AB. En revanche, aucune n’a été administrée a ce jour en pathologie clinique (Godyn et

al., 2016).

La métalloprotéinase matricielle de type a la membrane est révélée afin de cliver
I’ APP générant un fragment C-terminal de 191 acides animés (C191), qui est par la suite clivé

par la a-sécrétase ou la -sécrétase pour produire respectivement I’amyloide n-a et 1’amyloide
n-p (Fig 6).

1.5.1.3. Rdle pathogeéne du peptide amyloide et I’hypothése amyloide

Les plaques séniles sont constituées d’agrégats extracellulaires du peptide amyloide
suite au déséquilibre entre la production de 1’APa42 et sa clairance. Les plaques amyloides ou
plaques séniles, sont majoritairement constituées de fibrilles (contenant des structures en
feuillet B). Le peptide APaz est plus hydrophobe que le peptide APao et par conséquent, il a
donc plus tendance a former des fibrilles. Certaines études montrent que le peptide AP aurait
dans des conditions physiologiques un réle neurotrophique, de protection contre les formes
réactives de 1’oxygene (Plant et al., 2003; Lopez-Toledano and Shelanski 2004). En revanche,
des niveaux d’expression élevés du peptide AP, notamment suite & une altération de sa
clairance, entrainent une cascade d’événements toxiques aboutissant a 1’altération de 1’activité
neuronale, de la transmission et la plasticité synaptique et de la mémoire (Palop and Mucke
2010; Roberson et al., 2011).

L’hypothese basee sur le role de ce peptide dans la MA a été confortée par plusieurs

études cliniques ou précliniques. Ainsi, nous pouvons détecter chez les patients MA des
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dépdts tres importants du peptide amyloide surtout dans les zones cérébrales qui touchent la
capacité de la mémoire et de la cognition. Au stade précoce, les dépdts amyloides débutent
dans les régions basales des lobes temporaux, frontaux et occipitaux sans toucher
I’hippocampe. Au stade modéré, les dépots envahissent toutes les zones associatives du
néocortex et atteignent légerement 1’hippocampe. Au stade plus tardif, les dépdts finissent par
envahir tout le néocortex et sont retrouvés plus importants au niveau hippocampique (Junker
and Walker, 2013). Il a été également montré, dans des modéles animaux, que 1I’APP mutée
favorise la production du peptide amyloide et la formation des agrégats autour des neurones
(Moore et al., 2015).

Toutefois, de nombreux essais cliniques ciblant le peptide amyloide n’ont pas permis
d’avoir des effets bénéfiques chez les patients. Ces échecs pourraient étre dues a des données
obtenues chez les patients au stade tardif de la MA, alors qu’au stade prodromal les
traitements anti-amyloides apportent de meilleurs résultats (Selkoe, 2011). Certains auteurs
ont également rapporté que le déclin cognitif et la perte neuronale sont corrélés de fagon plus
importante avec la distribution des neuro-dégénérescences qu’avec la charge amyloide
(Gomez-Isla et al., 1997). De plus, une surproduction du peptide amyloide a été aussi
observée dans certaines autopsies post-mortem chez les sujets ne présentant pas de déficit
cognitif (Esparza et al., 2013).

Certains travaux de ce fait ont été initiés afin de réévaluer I’hypothése amyloide. Des
mutations héréditaires dans I’APP ou la préséniline causent des dépdts précoces d’amyloide
suivis d’'une accumulation de filaments contenant des filaments de la protéine Tau (Bateman
et al., 2012). 11 a été observé que les trois isoformes de 1’ApoE (I’apolipoprotéine E, qui est
impliqué dans le transport du cholestérol au niveau de la circulation) : APOEe2, APOEe3,
APOEge4, s’associent a I’amyloide et modulent sa fibrillogénese différemment. Une clairance
faible de I’amyloide soluble suggere que I’ ApoE contribue au moins partiellement au risque

de développer la maladie en régulant I’¢limination des amyloides solubles. (Zhao et al., 2015).

Le peptide ABs2 est la premiére forme a s’accumuler dans le cerveau avant la présence
des symptomes cliniques. Au fil du temps, ce peptide initial pourrait étre transforme en
d’autres formes. Compte tenu de la complexit¢ des formes amyloides chez I’homme,
quantifier systémiquement tous les formes amyloides au stade précoce devient intéressant.

Parmi ces différentes especes, I’ABOs (Amyloid B Oligomer soluble), se trouvant en extra- et
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intra-cellulaire, se lie a la surface neuronale et est associe a la dysfonction des synapses liées
a la mémoire (Lacor et al., 2007). En endommageant les neurones, I’ABOs peut activer les
astrocytes et les cellules microgliales (Sondag et al., 2009), déclencher également 1’hyper-
phosphorylation de la protéine Tau (Shankar et al., 2008) via les récepteurs du glutamate, et
adrénergiques. Cela suggére I’intérét de développer des anticorps ciblés a I’ABOs afin de

valider les traitements anti-amyloides.

1.5.2. Tauopathie
1.5.2.1. Protéine Tau

Depuis I’année 1975, la protéine tau, une protéine liée au microtubule, a été identifiée
comme un composant critique pour la stabilité du microtubule en favorisant 1’assemblage de

la tubuline. Or cet assemblage permet de moduler les fonctions biologiques des neurones.

La protéine Tau est une protéine facilement soluble dont la structure secondaire est
peu repliée. En fonction de la composition des acides animés (aa), et des interactions
fonctionnelles, la séquence totale de la protéine Tau est divisée, plus précisément, en 4
régions, telles que : 1) la région N terminale; 2) la région riche en proline ; 3) la région liée
au microtubule ; 4) la région C terminale. Les microtubules peuvent générer des changements
de la protéine Tau lors de sa fixation aux microtubules (Kadavath et al., 2015). Durant cette
fixation de la protéine Tau aux microtubules, la région chargée négativement, qui se trouve au
niveau N terminal, s’¢loigne de la surface des microtubules afin de créer des espaces entre ces
microtubules et de permettre ainsi a certains composants membranaires comme 1’ Annexine 2
de se lier aux microtubules (Gauthier-Kemper et al., 2011). La région riche en proline ou PRR
(« Prolin-Riche Region ») est impliquée dans la signalisation cellulaire, et elle a été
démontrée comme se liant aux kinases de la famille Src, a la protéine liée au récepteur du
facteur de croissance Grb2, (« Growth factor receptor bound protein 2») et au
phosphatidylinositol, Les regions répétitives de la protéine Tau, ainsi que les sequences
adjacentes, forment la région liée au microtubule qui module le taux de polymérisation du
microtubule. Les régions répétitives pourraient également avoir d’autres fonctions en raison
de leur capacité a se lier a I’actine, la « tubuline désacétylase » et a la préséniline 1 (Morris et
al., 2011). La région C terminale est impliquee dans la régulation de la polymérisation du
microtubule, et son interaction avec la membrane plasmatique. D’ailleurs, cette région
interagissant notablement avec certaines protéines dépliées, se trouve au sein des agrégats

protéiniques dans certaines maladies dégénératives.
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Le gene MAPT (« Microtubule-associated proteine Tau ») qui code la protéine Tau
(Fig 7), se trouve sur le bras long du chromosome humain 17. Au niveau cerébral, les
protéines Tau contiennent 6 isoformes de différente taille qui varient de 352 a 441 aa. Ces Six
isoformes different selon la présence de 3 (3R) ou 4 (4R) régions répétitives au niveau C
terminal, ainsi que I’absence ou la présence d’un ou deux inserts au niveau N terminal
(Arendt et al., 2016). Certaines études ont montré que les zones répétitives au niveau C

terminal sont responsables de 1’assemblage du microtubule (Himmler et al., 1989).
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Figure 7 : Vue de I’ensemble du gene MAPT (« Microtubule-Associated Protéin Tau ») et les
différentes isoformes.

Le géne MAPT se trouve a la position 17g21.31 sur le bras long du chromosome 17. 1l contient deux
haplotypes : H1 et H2 (A). Le géne codant la protéine Tau comprend 16 exons (B). Dans le systeme
nerveux central, les exons 2, 3 et 10 du gene MAPT sont épissés alternativement, L’exon 3 est trouvé
uniquement avec la présence de l'exon 2. L’exon 10 compose ['une des quatre régions de répétition.
La présence de ces trois exons ainsi que des régions de répétitions forme 6 isoformes (C) (Arendt et
al., 2016).
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Au cours du developpement du cerveau, les six isoformes ont des réles spécifiques.
L’isoforme la plus courte posséde 3 régions répétitives (3R), et ne présente pas le 4éme insert
au terminal N ; le 4°™ insert s’exprime au stade feetal alors que les autres s’expriment au
cours de I’age adulte. Cette persistance de 1’expression de 1’isoforme feetale pourrait étre
associee a la plasticité neuronale importante (Bullmann et al., 2009). De plus, cette isoforme
est exprimée transitoirement chez le rat durant la neuro-genese au niveau hippocampique et
ventriculaire, ce qui montre que ’isoforme feetale est capable de favoriser I’intégration des

neurones nouveau-nés dans le circuit neuronal (Hong et al., 2011).

1.5.2.2. Phosphorylation et hyper-phosphorylation de la protéine Tau

Les interactions fonctionnelles de la protéine Tau sont régulées non seulement par
I’épissage alternatif de I’ARN, mais aussi par la phosphorylation de la protéine au niveau
post-translationnel. Ainsi, I’isoforme la plus longue de la protéine Tau contient 45 résidus
sérine (Ser), 35 résidus thréonine (Thr), et 5 résidus tyrosine (Tyr) qui sont phosphorylables
(Fig 8). La plupart des résidus phosphorylables sont regroupés dans les régions flanquant les

régions répétitives liées au microtubule.
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Figure 8 : Sites de phosphorylation de la protéine Tau. Les fleches rouges indiquent les sites
de phosphorylation (Arendt et al., 2016).

La phosphorylation de la protéine Tau module négativement sa fonction sur la
stabilisation du microtubule. Le contréle de la phosphorylation de la protéine Tau représente
ainsi un mécanisme rapide pour réguler la liaison des protéines Tau aux microtubules, ce qui
influence I’assemblage des microtubules (Schwalbe et al., 2015). De plus, la phosphorylation
de la protéine Tau module sa distribution subcellulaire et des interactions moléculaires
majeures impliquées dans la régulation du transport axonal et la communication avec la
membrane plasmique (Sontag et al., 2012). Cette phosphorylation est régulée par les activités
de protéines kinases et de phosphatases. Les kinases principalement impliquées dans la
phosphorylation de la protéine Tau sont issues de la famille des kinases protéiniques de la
proline, comprenant la kinase dépendante de la cycline 5 (CDK5) et des MAPK (« Mitogen
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Activated Protein Kinases). Toutefois, il existe aussi des kinases qui régulent la
phosphorylation sur les sites non Ser/Thr, telles que la kinase régulatrice associée aux
microtubules (MARK), et la kinase Il dépendante de la calmoduline (CaMKII) (Baudier et al.,
1987). Des mutations sur le gene codant la protéine Tau augmentent le taux de
phosphorylation entrainant des changements de conformation et aboutissant a des agrégats.
(Alonso et al., 2004). En paralléle, une diminution des activités des phosphatases a été
observée au niveau cérébral chez les patients en post-mortem. Le déséquilibre de I’activité des
kinases et des phosphatases de la protéine Tau est donc critique pour la formation des

agrégats fibrillaires.

Une fois hyperphosphorylée, la protéine non repliée a 1’état natif, adopte une
conformation anormale et ne peut plus se lier aux microtubules, ni les stabiliser. Plusieurs
protéines hyperphosphorylées s’assemblent alors en filaments double hélice et forment des
agrégats insolubles (Cowan and Mudher 2013). Ce processus fait intervenir plusieurs
étapes déterminées a 1’aide des anticorps spécifiques dirigés contre les sites de
phosphorylation : 1) formation des « pre-tangles », 2) acquisition de la structure B-sheet, 3)
nucléation des filaments et la formation des PHFs (paired helical filaments) matures. Les
dégénérescences deviennent finalement insolubles aprés des modifications protéolytiques et
restent au sein des cellules (Kuret et al., 2005).

Différents arguments suggerent que les agrégats de la protéine Tau sous forme
d’oligoméres solubles sont délétéres, contrairement aux agrégats de grande taille (Decker et
al., 2015). Ces agrégats fibrillaires de la protéine Tau apparaissent au stade tardif de la MA et
pourraient favoriser la progression de la maladie en influencant les fonctions normales des

neurones (Ballatore et al., 2007).

De nombreuses études montrent que la pathologie Tau et les dépdts amyloides ne sont
pas des évenements indépendants dans la MA. 1l a été montré par exemple que la « glycogen
synthase kinase-3 » (GSK-3), une kinase jouant un role clé dans la régulation de I’activité de
Tau, régule ’activité de BACEL (impliquée dans le catabolisme de 1’APP) et favorise la
production du peptide AB (Ly et al., 2013). De plus, dans des modeéles murins de la maladie,
la co-expression de la protéine Tau et de I’APP entraine une aggravation des dégenérescences
neurofibrillaires (Lewis et al., 2001) et une déficience en protéine Tau prévient 1’altération

des fonctions cognitives dans un modéle murin de la maladie (APP23) (Ittner et al., 2010).
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1.5.2.3. Pathologie de la protéine Tau

Les agrégats de protéines Tau hyperphosphorylées sont retrouvées dans un groupe de
pathologies neuro-dégénératives qui ont été classifiées en deux sous groupes : tauopathies
primaires ou secondaires, selon que la pathologie de Tau est considérée comme le facteur
principal (primaires) contribuant a la progression de la maladie ou associée a d’autres

pathologies (secondaires).

Les tauopathies primaires sont regroupées sous le terme de FTLD (« Frontotemporal
Lobar Degeneration ») qui regroupe plusieurs maladies neuro-dégénératives touchant les
lobes frontaux et temporaux. Ce groupe inclue la maladie de Picks, la paralysie supranucléaire
progressive  (PSP), la dégénérescence corticobasale (DCB), la dégénérescence
frontotemporale avec mutation du géne MAPT, et la tauopathie gliale globulaire. Elles sont
sporadiques ou familiales et dans la majorité des cas ne sont associés a aucune mutation. La

PSP, la DCB et la maladie de Picks sont les formes les plus courantes. (Rossi et al., 2015).

Les tauopathies secondaires sont associées avec d’autres types de pathologie. Elles
représentent un groupe de troubles hétérogenes, dont certain sont causés par des facteurs
environnementaux. De fagcon identique aux tauopathies primaires, elles se caractérisent par
des neuro-dégénérescences et des dépdts astrocytaires. De plus, certaines sont associées a des
mutations de genes (comme la démence familiale type britannique ou danois) (Vidal et al.,
2000) ou des blessures traumatiques au niveau cérébral (comme 1’encéphalopathie

traumatique chronique) (Stein et al., 2014).

1.5.3. Les autres pathologies associées a la MA

La MA est eégalement associée a des lésions vasculaires dont la principale est
I’angiopathie amyloide cérébrale (AAC). Cette dernicre est caractérisée par des dépdts de
peptides amyloides solubles, 1’ APa4o, dans les parois vasculaires (Serrano-Pozo et al., 2011).
Méme si I’AAC peut apparaitre isolément, elle est aussi trés souvent présente dans le cadre de
la MA. L’AAC affecte généralement les capillaires corticaux, les artérioles petites, les arteres
de taille moyenne ainsi que les artéres leptoméninges. Les hémorragies touchant les autres

zones du cerveau, sont pour la plupart dues a de I’hypertension.

La perte synaptique est un facteur contribuant a 1’atrophie corticale du cerveau des

patients atteints de MA, s’associant a la perte neuronale. La perte de synapse a ét¢ démontrée
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suite aux observations par immunohistochimie utilisant des anticorps contre des protéines pre-
ou post-synaptiques et des études réalisées par le microscope électronique. Elle précede la
perte neuronale. Cette derniere entraine des dysfonctions entre les neurones restants et leurs
partenaires synaptiques. La perte de densité synaptique est souvent corrélée avec le déclin

cognitif (Ingelsson et al., 2004).

La mise en évidence de 1’expressions de génes codant des récepteurs immunitaires au
niveau cérébral a suggéré I’implication de la neuro-inflammation durant la MA (Guerreiro et
al., 2013 ; Gricuic et al., 2013). Les processus neuro-inflammatoires font intervenir les
microgliales et les astrocytes présentent localement ainsi que les infiltrations au niveau
cérebral de cellules du systtme immunitaire inné secondairement a la production de
cytokines ou chimiokines par les cellules microgliales et astrocytaires activées. Les cellules
microgliales expriment a leur surface de nombreux récepteurs qui reconnaissent les peptides
amyloides et sont impliquées dans la clairance des différentes formes du peptide AP. Les
astrocytes sont caractérisés par une augmentation de 1’expression du GFAP (« Glial figbrillary
acidic protein »). L’implication de la neuro-inflammation dans la MA sera détaillé dans une

autre partie de ce manuscrit.

1.6. Facteurs de risque de la MA et traitements envisagés
1.6.1. Facteurs de risque

Plusieurs facteurs de risque interviennent dont notamment 1’age, 1’histoire familiale de
la MA, le géne APOEe4.

Parmi ces trois facteurs, 1’age est le facteur principal, la grande majorité des sujets
atteints de la MA ayant plus de 65 ans. La probabilité d’étre atteint de MA est de 3% pour les
personnes de 65 a 74 ans, 17% de 75 a 84 ans, et 32% a 1’age 85 ans ou plus (Herbert et al.,
2010). 11 est important de noter que la MA n’est pas associée au vieillissement normal.
D’autres facteurs interviennent dans le développement la MA chez les sujets agés
(Alzheimer’s Disease facts and figures 2017, Alzheimer’s Disease International). Par ailleurs,

certains patients ont moins de 60 ans au moment du diagnostic (Dong et al., 2018).

La probabilit¢ de développer une MA est plus importante en cas d’antécédents
familiaux. (Loy et al., 2014). Ceci pourrait étre li¢ a I’environnement génétique, les facteurs

environnementaux et le mode de vie identique. Une mutation a transmission autosomique
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dominante dans la famille directe peut également contribuer au diagnostic. Il s’agit de trois
génes : la PSEN1 (« Préséniline 1 ») située sur le chromosome14, I’APP (« Amyloid Precursir
Protéine ») sur le chromosome 21, ainsi que la PSEN2 (« Préséniline 2 ») localisée sur le
chromosome 1. Il transmet ces géenes mutés a 50% de ses descendants si un membre de la

famille déclare la MA.

Le géne APOE code une lipoprotéine qui transporte le cholestérol dans le sang. Tous
les individus heritent de leurs parents 3 formes du géne APOE : APOEe2, APOEe3, APOEe4.
L’APOEg3 est la forme la plus courante, alors que I’APOEe2 est la forme la moins courante.
La forme I’APOEe4 peut augmenter le risque (x3) de développer la maladie par rapport a
I’APOEe3. En revanche, ’APOEe2 peut diminuer la possibilit¢ d’avoir cette maladie
(Spinney, 2014). Trés récemment, une vingtaine genes impliqués dans la survenue de la MA
ont été identifiés tels que BIN1 (« Bridging integrator 1 »), PICALM (« Phosphatidylinositol-
binding clathrin assembly protein »), SORL1 (« Sortilin related receptor 1 ») (Chouraki et al.,
2014) ainsi que de nombreux génes connus pour jouer un réle dans les réponses immunitaires:
TREM2, CD33, HLA-DRB5/B1(CMH de classe Il), CLU, CR1, EPHAL, MS4A4A,
MS4AGE (Lambert et al., 2013 ; Steinberg et al., 2015). Ces données soulignent 1’implication
du systéme immunitaire dans la physiopathologie de la MA.

Il existe d’autres facteurs de risques associés au déclin cognitif. Les activités
physiques régulieres, la gestion de facteurs de risque cardiovasculaire, de bonnes habitudes
alimentaires et un bon niveau d’éducation réduisent le risque du déclin cognitif et de démence.
Des études supplémentaires suggeérent qu’un choc au niveau de la téte pourrait perturber la

fonction cérébrale normale, ce qui entraine une augmentation du risque de développer la MA.

1.6.2. Approches thérapeutiques

Aucun traitement pharmacologique disponible a ce jour pour la MA ne peut ralentir ou
arréter les dommages et la destruction des neurones causés par la maladie. Il existe
actuellement deux types de traitements sur le marché : les inhibiteurs de I’acétylcholinestérase
(AChE) et les antagonistes des NMDARs. Les inhibiteurs de I’AChE ont été générés a la suite
d’observations rapportant la présence de Iésions cholinergiques chez les patients MA ayant
conduit a ’hypothése cholinergique. Le principe de ces molécules est d’inhiber 1’action de
I’AChE afin d’augmenter la disponibilité de 1’acétylcholine dans les fentes synaptiques et

potentialiser la neurotransmission cholinergique altérée au cours de la MA. Parmi les

25



Introduction Maladie d’Alzheimer

inhibiteurs de la cholinesterase, le donezepil est largement prescrit a tous les stades de la MA
pour ralentir le déclin cognitif. Malgré leur effet bénéfique uniquement temporaire sur les
fonctions cognitives, ces deux types de médicaments, seuls ou combinés, continuent a étre

prescrits aux patients.

Suite a I’hypothése du peptide amyloide, plusieurs inhibiteurs des sécrétases ont été
développés agissant sur la pathologie amyloide en réduisant le clivage de I’APP et la
production de I’AB. Lors du clivage de I’APP, I’enzyme BACEI joue un rdle trés important
pour la production de I’AP, et devient donc une cible thérapeutique afin de moduler la
génération de I’AP. Cependant des inhibitions complétes pourraient entrainer des effets
secondaires ayant conduit a ’arrét de certains essais cliniques. De plus, certains essais en
phase Ill ont été arrétés du fait des difficultés de I’inhibiteur a traverser la barriére hémato-
encéphalique et se fixer sur la cible. Le verubecestat (MK-8931) a été arrété en raison des
effets secondaires chez les patients. Néanmoins, ce dernier réduisait le dépdt de I’Ap au
niveau cérébral chez les souris (Hawkes, 2017). Un modulateur de la y-sécrétase, EVP-0962,
qui pourrait étre administré par voie orale, favorise la production des formes plus courtes du
peptide amyloide et réduit la production de 1’AP42 a été envisagé mais 1’essai a été arrété en

phase Il (Bulic et al., 2011).

Outre I’inhibition de la production de I’APa42, augmenter sa clairance est aussi une
bonne approche thérapeutique. Les études précliniques réalisées dans les modeles murins ont
montré le potentiel de I’immunothérapie sur I’évolution de la maladie. Toutefois, une étude
d’immunisation active utilisant le vaccin AN-1792 chez les patients de la MA au stade
précoce ou modéré, a été interrompue en phase II, suite au développement d’encéphalites
graves (Holmes et al., 2008). L’affitope AD02 contenant 6 acides animés pour mimer le
terminal N du peptide amyloide est au cours d’investigation en phase II (Davtyan et al., 2014).
L’immunisation anti-Af} passive est la stratégie la plus avancée pour traiter la MA. Le
solanezumab, un anticorps monoclonal cible directement les formes solubles de I’AB, a été
arrété en phase Il sans aucun effet bénéfique notable sur les fonctions cognitives des patients
(Honig et al., 2018). Mais, il est actuellement testé dans une étude préventive chez les sujets

asymptotiques ayant des charges amyloides élevées (Panza et al., 2014)

Quant a I’hypotheése de la protéine tau, on peut envisager de fagon identique soit

I’inhibition de la production des agrégats, soit I’augmentation de la clairance des agrégats
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intracellulaires. L’épothilone D et le TPI287 permettent d’augmenter la stabilisation de la
protéine Tau au microtubule mais conduisent a des effets déléteres. Un inhibiteur de
I’agrégation de la protéine Tau de deuxiéme génération est en cours investigation (phase III)
(Panza et al., 2016). Les anticorps de haute affinité dirigés contre la protéine tau hyper-
phosphorylée pourraient étre utilisés en immunisation active. 1l y a deux candidats pour cette
approche : ’AADvac-1 contenant des peptides synthétiques Tauzgs-305 et 1’ACI-35 contenant

les fragments de la protéine Tausgs.40s. Ces anticorps sont en cours d’étude (phase I).

Une autre approche thérapeutique consiste a moduler les processus inflammatoires.
L’Azeliragon, un inhibiteur du RAGE (« Advanced glycosylation end-product specific
receptor »), récepteur a la surface des cellules appartenant a la superfamille des
immunoglobulines, est capable de réduire la charge amyloide au niveau cérébral et améliorer
la fonction cognitive des patients. Il est en cours d’investigation (phase III). Le CHF5074 est
un modulateur spécifique de ’activation microgliale et est toujours en phase Il pour valider

ses effets sur la maladie (Porrini et al., 2015).

Au total, plus de 200 composés sont parvenus en phase Il depuis 2003, mais aucun
entre eux n’a été approuvé comme thérapeutique contre la MA. La majorité de ces composés
sont arrétés en phase Il malgré leurs efficacités a I’issue de la phase II. Une meilleure
connaissance de la physiopathologie de la MA est nécessaire au développement de nouvelles

approches thérapeutiques.
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[1. Les processus inflammatoires au cours de la MA

I1.1. Systeme Nerveux Central (SNC) et Barriéres cérébrales

Le SNC est constitué¢ de I’encéphale et de la moelle épiniere. L’encéphale comprend 3
éléments : le cerveau, le tronc cérébral et le cervelet. Elle contrdle la plupart des fonctions du
corps, dont les mouvements, les sensations, les pensées et la mémoire. La moelle épiniere est
formée du canal de 1’épendyme central, de la substance grise médiane, et de la substance
blanche périphérique. Elle constitue un centre réflexe et aussi un centre conducteur. Les nerfs
émergent de la moelle épiniére pour innerver les deux cotés du corps. La moelle épiniére
permet la circulation des signaux nerveux, leur permettant d’aller et venir entre 1’encéphale et
les nerfs du reste du corps. Le cerveau et la moelle baignent dans un liquide stérile nommé le
liquide céphalo-rachidien (LCR). C’est un liquide clair sécrété par des cavités localisées dans
les ventricules, et constitué de plasma sanguin et d’ions, tels que Na*, CI- et Mg?". Il diffuse
des plexus choroides vers le reste du SNC, 1’espace sous arachnoide et se résorbe au niveau
du bulbe olfactif et principalement au niveau des villosités arachnoides pour un réle de
protection et de soutien du SNC. Les méninges sont des membranes protégeant le cerveau et
sont au nombre de trois. De I’extérieur vers ’intérieur le cerveau et la moelle épiniére sont
recouverts de la dure mere, la membrane arachnoide et la pie-mere. Cette derniere est mince

et appliquée au systéme nerveux.

Pour préserver son fonctionnement, le SNC a besoin d’un microenvironnement
strictement controlé grace a des barrieres entre la circulation périphérique et le SNC: la
barriere hémato-encéphalique (BHE), et la barriere hémato-liquidienne (BHL) (Fig.9) (Tietz
and Engelhardt, 2017).

Parmi les barriéres cérébrales, la BHE, grace a ses propriétés physiques et biologiques,
limite I’entrée de molécules étrangeres et de cellules périphériques dans 1’environnement
cerébral et élimine des dechets métaboliques au niveau cérébral. Les cellules endothéliales
cérébrales qui contribuent a la formation de la BHE se caractérisent par leur richesse en
mitochondries ainsi que 1’absence de fenestration et de canal transendothélial. La BHE est
composée de jonctions serrees («tight junction ») et adhérentes constituées de protéines
transmembranaires et cytoplasmiques, qui restreignent le passage des molécules de la
circulation a I’espace du cerveau. Parmi ces molécules, 1’occludine et la E-cadhérine

interviennent respectivement au niveau des jonctions serrées et adhérentes.
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Le péricyte est incorporé dans une membrane basale vasculaire qui se connecte aux
prolongements des pieds astrocytaires entourant les vaisseaux sanguins et formant la glia
limitans. Une altération de la BHE entraine I’infiltration des cellules du systeme immunitaire

périphérique dans I’environnement cérébral.
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Figure 9 : lllustration schématique des barrieres cérébrales (Tietz and Engelhardt, 2017). A)
La localisation des barriéres cérébrale au niveau du parenchyme et du plexus choroide ; B) La
composition cellulaire de la barriere hémato-encéphalique ; C) La composition cellulaire de la

barriére hémato-liquidienne.

La barriere hémato-liquidienne ou hémato-méningée est constituée de cellules
endothéliales reliées entre elles par des jonctions serrées, qui séparent les vaisseaux sanguins
et le LCR. Au niveau des plexus choroides impliqués dans la sécrétion du LCR, les capillaires
semi-perméables forment des filtres entourant une couche de cellules appelées
épendymocytes qui limitent le trafic des protéines ou des ions. L’endothélium vasculaire y est
fenestré, ce qui permet des échanges entre le sang et le stroma des plexus choroides. Ce sont
les seuls endroits ou il peut y avoir un échange entre le LCR et le sang en passant par

I’endothélium du plexus choroide.

De plus, la barriere méningo-encéphalique (BME) sépare le LCR du cerveau et est

constituee par les cellules épendymaires extrachoroidienne et la pie mere.
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I1.2. Privilege immunitaire

A la fin du XIXéme siécle, Paul Ehrlich a observé que des colorants intra-vitaux,
injectés dans la circulation sanguine, diffusent dans tous les organes sauf le cerveau. Dans la
méme période, des expeériences de greffes de tissus hétérologues dans le SNC ont montré
I’incapacité du systéme nerveux a déclencher une réponse immunitaire (Murphy and Sturm
1923). Le SNC est alors considéré comme un site immuno-privilégié isolé du systeme

immunitaire par I’existence de la BHE.

Toutefois, ce dogme du privileége immunitaire du cerveau a été remis en question suite
aux travaux de Medawar en 1948. Les greffes de peau dans le cerveau d’animaux naifs
n’induisent pas de réponse immunitaire. En revanche, si les animaux sont exposés en
périphérie aux antigenes du greffon avant la greffe, les cellules du systéme immunitaire sont
capables de rejeter le greffon au niveau cérébral au bout d’un certain temps. (Medawar, 1948).
Ses résultats suggerent 1’existence au niveau cérébral d’un systéme de drainage des antigénes
qui confére au SNC une tolérance plus élevée par rapport aux autres organes périphériques.
Des observations cliniques et précliniques ont confirmé le passage des cellules du systéeme
immunitaire pourraient dans différents compartiments du SNC (LCR, ventricules et

parenchyme) lors des conditions physiologiques (immunosurveillance) et pathologiques.

Dés lors, I’'immuno-priviléege du SNC ne fait plus référence a un site totalement isolé,
mais plutdt a un systeme hautement régulé. Cette régulation fait intervenir la faible expression
de molécules du CMH-I et Il par les cellules du SNC (neurones et cellules microgliales), la
production locale de facteurs immunosuppresseurs (TGFp, IL10), et le maintien des cellules
microgliales dans un état « quiescent » par contact direct avec les neurones et les astrocytes,
(Galea et al., 2007). Cependant, une réponse immunitaire doit pouvoir se déclencher dans le
SNC afin de contrecarrer I’entrée d’un éventuel pathogeéne et favoriser la résolution des
Iésions tissulaires en cas de pathologies cérébrales. Toutefois, une réaction immunitaire
excessive et non contrdlée peut entrainer des effets délétéres dans le SNC. Il est donc
compréhensible que les processus inflammatoires au niveau cérébral puissent contribuer a la

pathogenese neuronale, notamment en cas de pathologies neuro-dégénératives.
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11.3. Cellules immunitaires résidentes dans le SNC
Une activation excessive ou inappropriée des cellules de défense dans le SNC va
conduire a la libération des cytokines pro-inflammatoires qui aboutissent a une inflammation

chronique au niveau neuronal, la neuro-inflammation.

Le SNC est principalement composé de deux types de populations cellulaires : les
neurones et les cellules gliales. Les cellules gliales représentent une population hétérogene
comprenant les astrocytes, les oligodendrocytes, les cellules de Schwann et les cellules

microgliales.

11.3.1. Neurones

Les neurones jouent un role initial dans 1’établissement des réponses immunitaires du
SNC. La reconnaissance de signaux de danger par les neurones est assurée par la présence de
récepteurs: les PRRs (« Pattern-Recognition Receptors ») notamment le « Toll-like
Receptor » 3 (TLR3). De plus, les neurones expriment de protéines membranaires (CD22,
CDA47) inhibant cellules immunitaires en freinant ’inflammation. Les neurones libérent de
facon constitutive de nombreux facteurs (comme FasL (ligand de Fas), TGF-B) intervenant
dans le controle de I’activation microgliale. Enfin, différentes cytokines libérées par les
neurones permettent d’inhiber la fonction de certaines cellules immunitaires périphériques

infiltrées dans le SNC, notamment des cellules cytotoxiques.

11.3.2. Cellules microgliales ou macrophages résidents du SNC

Les cellules microgliales constituent une population myéloide distincte de celles
retrouvees en périphérie. Elles sont issues de progéniteurs myéloides embryonnaires du sac
vitellin qui colonisent le SNC au cours du développement. Ce sont les seules cellules du SNC
qui sont d'origine hématopoiétique. Elles représentent en moyenne 10% des cellules gliales
(Perdiguero et al., 2015). Les cellules microgliales assurent deux fonctions essentielles : le
maintien de I’homéostasie cérébrale et la défense immunitaire. Elles sont impliquées dans la
maintenance et la plasticité des circuits neuronaux. Elles interagissent également avec les
astrocytes, les neurones et les oligodendrocytes afin de maintenir I’intégrité et le remodelage
des synapses; par conséquent, elles jouent un rdle important dans les mécanismes
d’apprentissage et de mémoire qui contribuent la protection et le remodelage synaptique

(Kettenmann et al., 2011). Parallélement, Les cellules microgliales explorent continuellement
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les zones cérébrales grace a leurs ramifications, s’assurant de 1’absence de pathogénes ou de
débris cellulaires, et produisant des facteurs jouant un réle dans la maintenance tissulaire. En
cas de modification de leur microenvironnement ou en présence de pathogenes, les cellules
microgliaes subissent un changement morphologique (forme amiboide) qui leur permet de se

diviser et de se déplacer plus facilement.

Selon leur état d’activation, les cellules microgliales oscillent entre trois états : un état
quiescent, un état activé et un état réactif (Masuda et al., 2012). Une forte concentration
d’interféron-y (IFN-y) favorise la polarisation des cellules microgliales vers un profil qui
entraine leur sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (comme IL-1, IL-6, IL-12, et I1L-23),
et renforce leur capacité microbicide. A I’inverse, la présence d’IL-4 favorise la polarisation
des microglies vers un profil anti-inflammatoire produisant de I’IL-10 et de facteurs
neurotrophiques tels que BDNF, IGF-1, NGF... La microglie est ainsi capable de participer a

la réparation tissulaire et a la maintenance de I’homéostasie.

Au cours du vieillissement de 1’individu, les microglies présentant des anomalies
fonctionnelles, surtout la diminution de leurs propriétés neuroprotectrices, pourraient
participer processus neuro-dégénératifs (Streit, 2005). De plus, une activation appropriée des
microglies favorise la résolution de I’inflammation, la réparation et le renouvellement
tissulaire, alors qu’une activation excessive pourrait aboutir a des lIésions neuronales (London
etal., 2013).

Les cellules microgliales peuvent donc avoir un réle bénéfique ou délétere en fonction
de leur état d’activation (Nimmerjahn et al., 2005). Elles ont été impliquées dans la
physiopathologie des pathologies neuro-dégénératives. Ainsi, une des caractéristiques des
maladies neuro-dégénératives est 1’activation chronique des cellules microgliales favorisant

leur différentiation vers un profil de type neurotoxique.

11.3.3. Astrocytes

Les astrocytes font partie de la macroglie avec les oligodendrocytes et les cellules
épendymaires. Ce sont les cellules les plus abondantes du SNC, représentant jusqu’a 70% de
la névroglie, et les plus volumineuses des cellules gliales. Ces cellules ont une forme étoilée,
et se caractérisent par leur expression de la GFAP (« Glial Fibrillary Acidic Protein »). Les

astrocytes jouent un rdle important dans I’homéostasie du SNC intervenant dans la
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maintenance de I’intégrit¢é de la BHE, le métabolisme neuronal et la régulation de la
transmission synaptique. En présence des signaux de danger, les astrocytes sont activés par un
mécanisme appelé I’astrogliose. De facon identique aux cellules microgliales, les astrocytes
expriment des PRRs, notamment le TLR3, afin de reconnaitre et répondre aux signaux de
danger. Aprés activation notamment lors d’agression au niveau du SNC, ils deviennent
hypertrophiques, expriment fortement la GFAP et liberent des chimiokines CXCL10 et CCL2
contribuant a la mise en place d’une réponse immunitaire. Ainsi, I’activation des astrocytes
contribue a inhiber la progression de I’inflammation, et & construire un environnement
favorable nécessaire au remodelage tissulaire. En revanche, ’activation des astrocytes
pourrait également réduire la migration et la différentiation des cellules souches neuronales
(Mdller et al., 2006).

Le fait qu’ils puissent libérer et étre la cible de facteurs inflammatoires, suggere un
role potentiel de ces cellules dans le processus neuro-inflammatoire au cours des pathologies
neuro-dégénératives (Farina et al., 2007;Sofroniew and Vinters 2010). Dans certaines
maladies neuro-dégénératives (comme la MA), ils ont tendance a se regrouper a proximité des

microglies activées (Merdeiros et al., 2013).

I1.3.4. Oligodendrocytes

Les oligodendrocytes jouent un réle important dans le développement et la suivie des
axones. Par I’expression constitutive de TGF-f et du CD200 (une glycoprotéine membrane
qui régule I’activité des cellules myéloides), les oligodendrocytes peuvent adresser des
signaux anti-inflammatoires et inhiber les réponses microgliales via la liaison entre le CD200
et son récepteur exprimé par les microglies. lls expriment également des TLRs a leur surface

leur permettant de répondre aux signaux de danger (Wake et al., 2011).

[1.3.5. Cellules mononuclées du SNC

En dehors des cellules microgliales, le SNC contient d’autres cellules phagocytaires
mononuclées localisées au niveau des méninges, des espaces périvasculaires et des plexus
choroides (Ransohoff and Engelhardt, 2012). Les phagocytes méningés retrouvés dans
I’espace sous arachnoidien expriment fortement le CD45 et le CD11b, des marqueurs
caractéristiques des macrophages périphériques. Les phagocytes périvasculaires sont présents
dans I’espace périvasulaire entre le parenchyme et les vaisseaux. Ils peuvent restimuler les

cellules T CD4" par I’expression de CMH-II, et favoriser leur passage dans le parenchyme. lls
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sont également impliqués dans la modification des cellules endothéliales. Les phagocytes des
plexus choroides expriment des marqueurs de cellules dendritiques (DCs) (comme le CD11c)
et fonctionnent probablement comme des cellules présentatrices d’antigéne (CPA) dans les

plexus choroides.

11.4. Réponses immunitaires dans le SNC
I1.4.1. Réponse immunitaire innée
De facon générale, la réponse immunitaire innée représente la 1ere ligne de défense de

I’organisme contre 1’introduction d’un agent pathogeéne ou la présence de Iésions.

11.4.1.1. Activation des cellules microgliales

Au sein du SNC, les cellules microgliales sont les phagocytes résidents et constituent
donc la premiére ligne de défense contre les intrusions ou les 1ésions. La détection d’un signal
de danger endogéne ou exogene par ces cellules, modifie leur activité et une réponse
immunitaire de type innée s’établit. Les signaux activateurs peuvent émaner de pathogeénes, et
étre de type «Pathogen-Associated Molecular Patterns » (PAMPS), ou provenir de
modifications du microenvironnement local et nommeés alors « Danger-Associated Molecular
Patterns » (DAMPs). Les PAMPs et les DAMPs sont détectes par des familles de récepteurs
les « Pattern Recognition Receptor » (PRR) présents a la surface ou a I’intérieur des cellules
microgliales. D’autres cellules, telles que les astrocytes, les oligodendrocytes, et les cellules
endothéliales, s’expriment également certains récepteurs de PRRs (Hanamsagar et al., 2012).
Il existe plusieurs familles de PRRs, dont trois principales sont: TLRs (« Toll-Like
Receptors »), NLRs (« Nod-Like Receptors »), et RLRs («RIG1-Like Receptors »).
L’activation des récepteurs de PRRs entraine le déclenchement des voies de signalisations

spécifiques conduisant a la libération de cytokines inflammatoires (Fig 10).
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Figure 10 : Régulation moléculaire des réponses immunitaires innée par PRRs (Lampron et
al., 2013). La reconnaissance des pathogénes par les PRRs permet le déclenchement d’un
certain nombre de voies de signalisation faisant notamment intervenir les protéines
adaptatrices Myd88 et TRIF, conduisant respectivement a 1’activation des facteurs de
transcription NF-kB ou IRF3.

L’activité des cellules microgliales peut également étre modifiée par I’absence de
signal répresseur envoyé par les neurones & I’état basal. En effet, dans les conditions
physiologiques, L’interaction entre certaines molécules exprimées a la surface des neurones
d’une part et des cellules microgliales d’autre part (CD200/CD200R, CX3CL1/CX3CR1,
CDA47/SIRP o (CD172)), maintient les cellules microgliales a I’état « quiescent ». En cas de
destruction des neurones, notamment lors d’un processus neuro-dégénératif, la disparition de

ce signal peut induire I’activation microgliale.

Dans les conditions pathologiques, les cellules microgliales sont activées
classiqguement ou alternativement en fonctions des signaux recgus. Elles peuvent avoir un
profil pro-inflammatoire, sécrétant du TNF-a, I’'IL-1p. A I’aide de la production des FROs
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(Formes Réactives d’Oxygeéne) par 1’iNOS («inducible Nitric Oxide Synthase »), les
microglies de ce type ont pour but d’éliminer des infections du SNC. Sous la régulation par
I’IL-4 et I’IL-10, les microglies peuvent avoir le profil anti-inflammatoire, produisant les
facteurs neurotrophiques tels que le VEGF, I’IGF1 afin de réparer le tissue endommagé
(Boche et al., 2013). Apres leur activation, les cellules microgliales secretent une quantité
élevée de chimiokines comme le CCL (« Chemokine ligand »)-2, le CCL-3, et le CCL-5. Le
CCL-2 est un chimioattractant favorisant le recrutement de leucocytes et de macrophages
dérivés des monocytes en raison de la présence du récepteur CCR-2 a leur surface. Le CCL-3
est impliqué dans le recrutement et 1’activation des granulocytes via les récepteurs CCR-1 ou
CCR-5. Le CCL-5 est un chimioattractant des monocytes dans le sang circulant, ainsi que des
éosinophiles. 1l est favorable pour la libération des histamines des basophiles et des

éosinophiles activés.

Le rble bénéfique des cellules microgliales peut se manifester par : une activité
phagocytaire entrainant la clairance des dépdts protéiques pathologiques et des agents
pathogenes, la régulation de la plasticité synaptique par la libération de BDNF, et la
régulation de la neurogénése (Kettenmann et al., 2011). A I’inverse, une des caractéristiques
des maladies neurodégéneératives est I’activation chronique des cellules microgliales
favorisant leur différentiation vers un profil de type neurotoxique. Les astrocytes peuvent
¢galement reconnaitre des PAMPs, via 1’expression de TLR-2/3/4/5/9 et le NOD1/2. Les
astrocytes interviennent afin d’assister la microglie dan sa fonction de sentinelle et de défense

(Gimsa et al., 2013).

11.4.1.2. Infiltration de cellules immunes périphériques
Cette infiltration résulte de deux processus intervenant de fagon conjointe : 1’effet
chimioattractant exercé par les différentes chimiokines libérées au sein du SNC notamment

par la microglie activée d’une part et d’autre part des altérations de la BHE.

En effet, apres leur activation, les cellules microgliales secretent une grande quantité
de chimiokines telles que CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 et CXCL2. Le CCL2 est un
chimioattractant favorisant le recrutement de leucocytes et de macrophages dérivés des
monocytes exprimant a leur surface le CCR2. Cette forte production de cytokines par les
cellules microgliales peut fragiliser la BHE et activer les cellules endothéliales. L’activation

specifique des cellules endothéliales cérébrales par I’activation du TLR2/6, diminue
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I’expression des protéines des jonctions serrées, augmentant ainsi la perméabilité de la BHE
(Nagyoszi et al., 2010). De plus, I’activation des cellules endothéliales induit également la
production de CCL2, CCL5 et CXCL10.

Cela entraine une infiltration de cellules immunitaires périphériques telles que les
macrophages CCR2" dans le SNC. Une fois dans le cerveau, la distinction entre les
macrophages et les cellules microgliales est difficile. Elles sont généralement différenciées
par leur niveau d’expression du marqueur CD45 (forte pour les macrophages et faible pour les
cellules microgliales). Le role des macrophages infiltrant par rapport aux cellules microgliales
reste sujet a de nombreuses controverses, du fait de 1’absence de marqueur spécifique

permettant de les distinguer.

11.4.1.3. Induction de la réponse adaptative

Une fonction essentielle de I'immunité innée est d’apporter l'information a I’immunité
adaptative. Ainsi, Dans les organes périphériques, les cellules présentatrices de 1’antigéne
(CPA) détectent la présence des agents pathogenes. Les antigénes sont apprétés et présentes a
leur surface sur les molécules du CMH-I ou Il et peuvent étre présentés aux cellules T naives

ou mémaoires.

En périphérie, il existe trois types de CPA professionnelles bien caractérisées qui ont
seules la capacité d’activer des réponses lymphocytaires : les lymphocytes B, les

macrophages et les cellules dendritiques.

Au niveau du SNC, dans les conditions physiologiques, les cellules dendritiques (DCs)
exprimant les molécules du CMH-II sont présentes dans les vaisseaux lymphatiques méningeés
(Louveau et al., 2015), dans les vaisseaux des plexus choroides (Prodinger et al., 2011), dans
les espaces périvasculaires et dans le LCR. Elles ne sont détectées dans le parenchyme
cérébral qu’au cours d’un processus inflammatoire apres altération de la BHE, y compris dans
des contextes de maladies neuro-dégénératives. Par ailleurs, dans un contexte inflammatoire,
les cellules microgliales expriment les molécules du CMH de classe |1 et les molécules de co-
stimulation (CD80 et CD86), leur permettant ainsi potentiellement de présenter des antigénes.
Les astrocytes expriment plus rarement les molécules du CMH de classe I, et peuvent donc

potentiellement également présenter des antigenes.
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L’activation des cellules microgliales entraine une augmentation de 1’expression du
CMH-II et des molécules de stimulation (comme CD80, CD86) a la surface, ce qui va
permettre d’initier la réponse adaptative. De plus, les cellules microgliales, ainsi que les
astrocytes activées expriment les molécules du CMH-II, ce qui leur permet potentiellement

de présenter des antigenes aux lymphocytes T.

11.4.2. Réponse immunitaire adaptative

Les lymphocytes B et T peuvent reconnaitre les antigenes via les récepteurs BCRs
(« B cells receptors ») et TCRs (« T cells receptors ») respectivement. Les lymphocytes B
(LB) peuvent reconnaitre directement des antigenes natifs, alors que les lymphocytes T (LT)

reconnaissent des antigénes apprétés par les cellules présentatrices de I’antigéne (CPA).

Les lymphocytes B sont des cellules mononuclées et jouent un réle important dans la
défense immunitaire d’hdte en produisant des anticorps via le systéme immunitaire adaptatif.
En outre, comme nous 1’avons précisé ci-dessus, les cellules B sont donc capables de

présenter des antigenes aux lymphocytes T, exprimant les molécules du CMH-I et du CMH-I1.

Les cellules T sont divisees en deux groupes : les lymphocytes T CD4 (LT CD4)
reconnaissant les épitopes présentés par des molécules du CMH de classe Il et les
lymphocytes T CD8 (LT CD8) reconnaissant les épitopes présentés par les molécules du
CMH de classe II. En fonction des signaux regus et de I’environnement cytokinique, les LT
CD4 naifs se différencient en T helper (Th)-1, Th-2, Th-17 et les cellules T régulatrices
(Tregs). Les LT CD4 naifs se différencient en Th-1 respectivement et en Th2 en présence
d’IL-12 et d’IL-4. La différenciation des cellules Thl7 (associées a une fonction pro-
inflammatoire) est controlée par le facteur de transcription RORyt et est induite en présence
d’IL-23 et d’IL-6 et de faibles concentrations de TGFp. Ils jouent un réle dans I’immunité des
mugqueuses en produisant notamment de 1’IL-17, qui comme nous le verrons joue un puissant
role activateur sur les polynucléaires neutrophiles, et de 1’IL-22. Les Thl et Thl7 sont
impliqués dans les réponses neuro-inflammatoires et sont associés a des Iésions neuronales,
comme dans la sclérose en plagques. La différenciation des Tregs est déclenchée par une forte
présence du TGFB (Zou and Restifo, 2010). Les Tregs sont caractérisés par leur forte
expression du marqueur CD25 (chaine o dehaute affinité du récepteur a I’[L2) et le facteur de

transcription Foxp3, qui contrble leur différenciation fonctionnelle. Ils produisent des
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cytokines anti-inflammatoires, comme IL-10 et TGFp, permettant de réguler les fonctions des

lymphocytes T effecteurs.

Les cellules T CD4" naives sont stimulées dans les ganglions cervicaux par les DCs
résidentes ayant captés les antigénes drainés par le LCR et le fluide interstitiel, ou
potentiellement par les DCs drainés dans le LCR (Karman et al., 2004 ; Hatterer et al., 2008).
Une fois activés, les LT CD4" migrent ensuite vers le site de la 1ésion ou de I’infection. Le
passage a travers la BHE se fait par des mécanismes de roulement le long des vaisseaux
méningés, et d’adhésion aux parois vasculaires. Le passage a travers 1’endothélium se fait par

extravasation grace aux intégrines exprimées par les cellules T.

Il a été notamment montré que les lymphocytes Th-2 et les Tregs jouent un role clé
dans le maintien de I’homéostasie du SNC et les fonctions cognitives soit a 1’état
physiologique, soit dans un contexte pathologique, comme dans la MA , comme nous le

verrons ci-dessous.

I1.5. Réponses immunitaires au cours de la MA
[1.5.1. Réponses immunitaires innées au cours de la MA

Des données récentes suggerent que la physiopathologie de la MA ne soit pas resteinte
au compartiment neuronal mais inclue des interactions avec les acteurs du systeme
immunitaire adaptatif et inné susceptibles d’agir trés en amont de la cascade amyloide
pathogene, avant l'apparition des lésions. La neuro-inflammation a notamment été impliquée
de facon centrale dans la pathogénése de la maladie (Fig 11). Les principales étapes de ce

processus neuro-inflammatoires sont les suivantes :
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Figure 11: Illustration schématique de 1’activation des cellules immunitaires au niveau

cérébral au cours des maladies neuro-dégénératives (Schwartz and Shechter, 2010). 1) Les
dommages cérébraux activent les microglies résidantes. 2) Les cytokines pro-inflammatoires
produites par les microglies activées pourraient activer d’autres microglies naives, et 3)
endommager les neurones. 4) Les monocytes de la circulation péeriphérique infiltrent le SNC
endommagg, et 5) se différencient localement en macrophages. 6) Ces cellules sécretent des
facteurs de croissance et des cytokines anti-inflammatoires afin d’inhiber 1’activation
microgliale. 7) Les lymphocytes T augmentent le recrutement des monocytes circulants au

niveau du SNC dont I’effet s’additionne a celui des microglies durant la neuro-dégénération.

Les cellules microgliales jouent un role important dans la progression de la MA en
éliminant les plaques amyloides par phagocytose et en libérant des médiateurs inflammatoires
(cytokines, chimiokines, ROS). La reconnaissance des oligoméres APs ou des fibrilles APs
par les récepteurs de surface (comme CD36, CD14, CD47, TLR2, TLR4, TLR6, et TLR9) des
cellules microgliales conduit a leur activation et a la libération de cytokines et chimiokines
pro-inflammatoires. Cela entraine une production exacerbée de facteurs inflammatoires et
toxiques délétére pour les neurones. Parallelement, les microglies ont la capacité de
phagocyter les APs fibrillaires et les détruire par la voie lysosomiale. Toutefois, ce processus
peut entrainer des 1ésions du lysosome conduisant a 1’activation du récepteur intracellulaire
NLRP3 favorisant I’assemblage des 1’inflammasome. Ceci induit une activation de la voie des

caspases et une sécrétion massive de I’IL-1p et de I’IL-18 (Heneka et al., 2015).
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I a notamment ¢ét¢ montré que I’inhibition de NLRP3 augmente
I’activité phagocytaire des cellules microgliales et favorise leur différenciation
fonctionnelle vers un profil anti-inflammatoire (Heneka et al., 2013). Les fibrilles amyloides
peuvent également étre dégradées par des protéases extracellulaires libérées par les cellules
microgliales (comme I’'IDE (« Insulin-Degrading Enzyme ») et la néprilysine) (Lee and
Landreth, 2010). Par ailleurs, I’exposition permanente de la microglie aux chimiokines et
cytokines pro-inflammatoires diminue I’expression des récepteurs impliqués dans la
phagocytose des peptides AP et serait responsable de la capacité de phagocytose insuffisante
de la microglie qui favorise le dép6t des plaques séniles (Hickman et al., 2008). Cette
hypothése a été renforcée par des études identifiant I’association entre d’une part un risque
augmenté de MA et d’autres part des mutations de geénes codant pour des facteurs régulant la
clairance gliale de protéines mal conformées et les processus inflammatoires. Une mutation
dans le domaine extracellulaire de TREM2 (Taylor et al., 2015) hautement exprimé sur la
microglie, augmente le risque de MA de 4%. De fagon similaire, un polymorphisme du géne
du récepteur microglial CD33 réduit la phagocytose du peptide AP par les macrophages
périphériques (Heneka et al., 2015). Cependant des données récentes suggerent que les
facteurs anti-inflammatoires peuvent également avoir un effet délétére sur la progression de la
maladie. En effet, dans des modéles murins de la MA, I"augmentation de la cytokine anti-
inflammatoire, I’TIL-10 induit une élévation de la charge
amyloide et inversement, la délétion de I’IL10 induit une diminution de la pathologie
amyloide augmentant, le recrutement des cellules microgliales autour des plaques et la
phagocytose des peptides AP augmentent en absence d’IL10 (Guillot-Sestier et al., 2015;
Chakrabarty et al., 2015).

Ainsi, Deffet des cellules microgliales via leur activité phagocytaire serait bénéfique
au début de la maladie. Au cours de I’évolution de la maladie, la capacité de phagocytose de
ces cellules est réduite du fait de I’environnement pro-inflammatoire persistant mais
¢galement de I’action de certaines cytokines anti-inflammatoires dont 1’IL-10. Ceci aboutit a

une aggravation des dép6ts amyloides.

Les astrocytes sont aussi impliqués dans les réponses immunitaires innée au cours de
la MA. Comme les cellules microgliales, 1’activation des astrocytes entraine une libération de
cytokines et de molécules cytotoxiques, ce qui aggravent les réponses inflammatoires au

niveau neuronal. Ainsi, la diminution de 1’astrogliose observée lors de I’inhibition de la voie
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de signalisation de la calcineurine/NFAT (facteur nucléaire des cellules T activées) améliore
la condition cognitive, et réduit la charge amyloide dans des modeles murins (Furman et al.,
2012). A l’inverse, les astrocytes activés peuvent libérer des protéases extracellulaires
(comme la néprilysine et I’'IDE), capable de dégrader I’AB (Pihlaja et al., 2011).

Le systeme du complément a également été impliqué. Au niveau cérébral, les cellules
microgliales et les astrocytes synthétisent les protéines du systéeme du complément.
Les plagues amyloides sont capables d’activer le systeme du complément qui va a son
tour stimuler la phagocytose par la microglie par un processus d’opsonisation. Des
modifications de ’expression du récepteur du complément CR1, impliqué dans la régulation
de I’activité du complément C3, pourrait entrainer une perturbation de 1’élimination des
débris cellulaires et de I’AB (Lambert et al., 2009).

Enfin, il existe d’autres candidats ayant le potentiel de moduler les processus
inflammatoires au cours de la MA et qui deviennent ainsi des cibles thérapeutiques : 1) La
LRP-1 (« Lipoprotein-Related Protein 1 ») est impliquée dans la clairance de I’ Af du cerveau
a la circulation. En présence de LPS, la LRP-1 est surexprimée et permet aux cellules
endothéliales d’internaliser des peptides amyloides toxiques et de la sortie des peptides
amyloides du SNC (Deane et al., 2008). 2) Le récepteur RAGE (« Récepteur des Produits de
Glycation Avancée ») contrdle le transport de I’ AP de la circulation vers le SNC. Le tandem
LRP-1/RAGE est donc impliqué dans la répartition des peptides amyloides entre le SNC et la
circulation, et le déséquilibre de ce tandem a été impliqué dans la perte de I’intégrité de la

BHE (Jeynes and Provia, 2008).

[1.5.2. Réponses immunitaires adaptatives au cours de la MA
Plusieurs donnees de recherche ont montré I’implication du systéme immunitaire

adaptatif dans la physiopathologie au cours de la MA.

Les patients atteints de la MA montrent un grand nombre des cellules B a mémoire,
telles que les cellules B IgG*CD27 IgD". La déplétion des LB mémoire ralentit la progression
de la MA via la diminution de la charge amyloide, ainsi que de 1’activité des LT (Stroopinsky
et al., 2012). Les LB régulateurs peuvent inhiber les macrophages activés et I’activité des
cellules Thl et Th17 via la production de I’IL-10 et de 1’IL-35 (Shen et al., 2014). Toutefois,

le réle des cellules B au cours de la MA est toujours mal connu.
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La présence de LT, majoritairement CD8", a été rapportée dans le cerveau des patients
atteints de MA et une étude a mis en évidence une corrélation entre I’infiltration en cellules et
la pathologie Tau chez les patients MA (Zotova et al., 2013). 1l a été également montré, dés le
stade prodromal, une augmentation de cellules T activées dans la circulation sanguine et le
LCR de patients MA (Lueg et al., 2015) et I’augmentation des cellules T CD8" est corrélée
avec les deéficits cognitifs observés chez les patients. L’analyse au niveau génomique montre
¢galement I’implication des LT en rapportant un polymorphisme dans la présentation

antigenique et la susceptibilité a developper la maladie d’Alzheimer (Lambert et al., 2013).

Dans des modéles murins, la production d’IFNy par les cellules Thl entraine une
aggravation de la pathologie amyloide, augmente les déficits cognitifs (Browne et al., 2013)
et est également associée a une méningo-encéphalite (Monsonego et al., 2006). Le premier
essai clinigue d’immunisation active anti-Ap initié chez des patients a entrainé des
réactions inflammatoires graves chez une partie de la cohorte de patients MA, expliquant
I’arrét de I’essai clinique (Orgogozo et al., 2003). La survenue des cas de méningo-

encéphalites a montré un effet délétere potentiel des que les cellules T cellules T anti-Ap.

Cependant plusieurs études effectués dans des modéles murins de MA ont montré que
les cellules T peuvent avoir un effet bénéfique. La réactivité des cellules TCD4" pour le
peptide AP augmente chez les personnes &gées et chez les patients MA. Cela implique
la présence des cellules T spécifiques de I’AP circulant chez les patients MA, et
suggere I’existence d’une réponse spontanée des cellules T anti-AP chez les patients
(Monsonego et al., 2003). Parallelement dans des modeles murins, les cellules TCD4*
induites par I’immunisation avec le peptide AP favorisent la clairance des plaques (Fisher
et al., 2010). De plus, le transfert des LT CD4" spécifiques de I’Ap améliore les fonctions
cognitives (Cao et al., 2009). Il a été rapporté dans des modeles murins de MA, que les
cellules Th-2 interviennent en diminuant les taux circulants de cytokines pro-inflammatoires
(comme IFN- ¥, TNF- &, IL-2 et IL-4) et restaure les fonctions cognitives (Cao et al., 2009).
Concernant les cellules T régulatrices (Tregs), des données controversées ont été rapporté.
Certains résultats suggérent une augmentation de ’activité suppressive des Tregs chez les
patients (Rosenkranz et al., 2007), alors qu’une diminution globale des Tregs a été montrée

chez les patients au stade précoce (Larbi et al., 2009).
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De plus, Saresella et al rapportent que les Tregs PD1™9, une sous-population de Tregs
possedant la plus forte capacité immunosuppressive, sont significativement augmentés chez
les patients MCI par rapport aux témoins (Saresella et al., 2010). Ces données supportent un

possible role bénéfique des Tregs PD1™9 qui est perdu au stade démence.

Dans un modele murin de la maladie, il a été montré que les Tregs contrdlent de fagon
critique ’amplitude des réponses LT CD4" anti-Ap en réponse a la vaccination (Toly-Ndour
et al., 2011). Par ailleurs notre équipe a montré que la déplétion des Tregs, réalisée par
administration d’anticorps anti-CD25 chez les souris APP-PS1, accélére le début des déficits
cognitifs chez les souris et altére 1’expression génique associée a la maladie, alors que
I’amplification des Tregs par injection de I’IL-2 restaure les fonctions cognitives. La
déplétion et ’amplification des Tregs ne modulent pas la pathologie amyloide, mais le
recrutement des microglies autour des plaques est affecté. Ainsi, I’amplification des Tregs

augmente 1’accumulation des microglies autour des plaques (Dansokho et al., 2016).

L’ensemble de ces résultats suggerent un réle complexe des cellules T dans la MA,

avec des effets potentiellement a la fois bénéfiques et delétéres.

11.6. Inflammation systémique
11.6.1. Inflammation systémique et neuro-inflammation

Parallélement a la neuro-inflammation, plusieurs études cliniques ont montré le role de
I’inflammation systémique au cours des pathologies neuro-dégénératives. L’inflammation
systémique est caractérisée par une libération de cytokines pro-inflammatoires telles que le

TNFa, I’IL1p et I’'IL6, ou d’endotoxine dans le compartiment périphérique.
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Figure 12 : Recrutement des cellules immunitaires en réponse aux dommages aigus du SNC
(Schwartz and Baruch, 2014).

Comme nous I’avons vu, les dommages au niveau du SNC entrainent dans un premier
temps 1’activation des cellules gliales et des réponses immunitaires locales. En réponse aux
dommages aigus du SNC, les leucocytes périphériques (lymphocytes naifs, lymphocytes T
activés en périphérie, cellules NK, PN et macrophages) sont recrutés sous I’influence de
cytokines et chimiokines produites par les microglies au niveau des espaces cérébraux. Ces
leucocytes périphériques participent a la résolution des réponses immunitaires (Fig 12)
(Schwartz and Baruch, 2014). Toutefois, une réponse neuro-inflammatoire chronique de bas
grade peut s’installer. Ceci a été attribué au fait que la microglie est « primée » et de ce fait
hautement réactive a un stimulus. Ce priming peut résulter de la présence de différents
activateurs tels que 1’exposition chronique aux peptides AP et aux débris neuronaux mais
également aux cytokines produites par les leucocytes. En effet, les leucocytes sont capables
de reconnaitre des PAMPs et des DAMPs au niveau du SNC ce qui conduit a leur activation
et la libération de cytokines pro-inflammatoires dans le parenchyme. Ceci conduit d’une part
a la multiplication de la microglie et d’autre part a sa transformation vers le phénotype pro-
inflammatoire. L’exposition a long terme aux cytokines pro-inflammatoires endommage les
neurones et induit une inflammation chronique au niveau du SNC (Fig 13) (Renaud et al.,
2015). Ainsi, il a été rapporté le role délétére d’un environnement inflammatoire systémique
sur 1’aggravation de la dysfonction neuronale et la dégénération au cours de la MA via une

exacerbation des réponses des cellules microgliales aux cytokines pro-inflammatoires
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produites par les cellules immunitaires périphériques (Perry et al., 2007 ; Perry and Holmes,
2014).
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Figure 13 : Dialogues entre les cellules du systeme immunitaire périphérique et les divers

acteurs cellulaires du SNC dans la neuro-inflammation (Renaud et al., 2015).

I1.6.2. Implication de I’inflammation systémique au cours de la MA
Différents arguments soutiennent I’implication de I’inflammation systémique au cours
de la MA:
1) Des études réalisées chez des personnes agées ont montré 1’association entre

inflammation systémique et déclin cognitif (Cunningham et al., 2015). Ainsi, une
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inflammation systémique sévere (sepsis sévere) ou prolongée (diabete, athérosclérose,
obeésité, arthrite) peut avoir des effets déléteres sur les fonctions cognitives via
I’hyperactivation microgliale et la modification du phénotype des microglies déja

« primées » (Fig 14).
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Figure 14 : Co-morbidités inflammatoires au niveau du SNC (Cunningham et al., 2015).

2) Une augmentation de I’expression des cytokines pro-inflammatoires (comme TNF-a,
IL-6) au niveau périphérique a été observée chez les patients atteints de la MA
(Holmes et al., 2011). Le TNF-a peut via un certain nombre de voies (les organes
circumventriculaires, les afférences vagales et 1’endothélium cérébral) changer le
phénotype des cellules microgliales et favoriser 1’exacerbation de I’inflammation au

niveau du SNC. Parallélement, des études longitudinales réalisées chez des sujets agés,
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ont montré qu’un niveau ¢€levé d’expression des cytokines (comme 1’IL-6, TNF-a) en

périphérie augmente la risque de développer une MA (Buchhave et al., 2010).

3) Des travaux rétrospectifs ont montré que la prise d’anti-inflammatoires non stéroidiens

(AINS) chez certains patients MA retarde 1’apparition de la maladie et ralentit sa

progression.

4) Une augmentation de 1’expression de la CRP (« C-Reactive Protein ») a également été

5)

associée a un risque augmentée de développer une MA (Laurin et al., 2009).

L’environnement pro-inflammatoire conduit a une altération de la BHE permettant
I’extravasation de cellules immunitaires périphériques dans [’espace cérébral.
Plusieurs études réalisées chez les modeles murins ont démontré que la perméabilité
de la BHE est augmentée apres injection de LPS, et qui favorise les symptémes non-

cognitifs sans changer le niveau de I’expression du peptide AP (Takeda et al., 2013).

De nouvelles approches thérapeutiques ciblant I’inflammation systémique au cours de

la MA ont été développées. Ainsi, dans des modéles murins, 1’utilisation d’anti-

inflammatoires  stéroidiens est capable de réduire la production des cytokines pro-

inflammatoires au niveau circulant et d’améliorer certains troubles comportementaux (Murray

etal., 2011).

Parmi les cellules de I’'immunité, les polynucléaires neutrophiles, cellules clés de

I’immunité innée et de la réponse inflammatoire, pourraient jouer un réle majeur au cours des

processus inflammatoires locaux et périphériques associés aux maladies neuro-dégénératives.
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IIl. Le polynucléaire neutrophile, au cceur des

processus inflammatoires

Les polynucléaires neutrophiles (PN) également appelés granulocytes neutrophiles
constituent 50 a 70% des leucocytes du sang circulant. Ces cellules ont été dénomées
initialement “polynucléaire” car il a été longtemps considéré en les observant en microscopie
optique qu’elles possédaient plusieurs noyaux, observation qui s’est révélée étre fausse. En
effet, leur noyau est segmenté en 2 a 5 lobes nucléaires, reliés entre eux par un fil de
chromatine. Le noyau est variablement lobé: 95 % des PN ont 2,3 ou 4 lobes nucléaires. La
dénomination “polynucléaire” est toutefois encore aujourd’hui majoritairement répandue au
sein de la communauté médicale et scientifique francaise, ce qui a justifié son utilisation dans

ce manuscript.

Le qualificatif de « neutrophile » provient également d'une caractéristique visible en
microscopie optique: apres ajout des colorants vitaux usuels (May-Grinwald Giemsa), ces
cellules, fixant mal les colorants acides et basiques, restent neutres. Les autres granulocytes

sont les granulocytes éosinophiles et basophiles.

I11.1. Origine du polynucléaire neutrophile

La production des PN ou granulopoiése a lieu dans la moelle osseuse. Les PN sont
formés a partir d’une cellule souche hématopoiétique (« hematopoietic stem cell », HSC). Au
début de I’hématopoicse, cette cellule souche pluripotente, sous I’influence de stimuli, perd sa
capacité de renouvellement et se différencie en progéniteur lymphoide ou progéniteur
myeéloide. Les progéniteurs lymphoides donnent naissance aux lymphocytes B et lymphocytes
T. Parallelement, les progéniteurs myéloides donnent naissance a différents précurseurs
capables de se différencier sous I’influence de 1’environnement stromal et de facteurs de

croissance (Fig 15).

Le G-CSF (« Granulocyte Colony Stimulating Factor ») joue un rdle essentiel parmi
les facteurs extracellulaires dirigeant la différenciation des HSC en PN. Il est capable
d’induire la différenciation myéloide, la prolifération des précurseurs granulocytaires, et la

libération des PN matures de la moelle osseuse (Richards et al., 2003). Les effets du G-CSF
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sont médiés via son récepteur, G-CSFR, qui est un membre de la famille des récepteurs aux
cytokines de classe I., L’absence ou I’inhibition de ce récepteur se caractérise par une
anomalie de formation des PN. D'autres cytokines hématopoiétiques favorisent la
differenciation de la lignée myeéloide et contribuent a la production des PN incluant le GM-
CSF (« Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor »), I'IL-6 et I'IL-3 (Borregaard,
2010). De plus, plusieurs facteurs de transcription myéloide, tels que la C/EBPa (« CCAAT-
enhancer-binding protein »), la C/EBPe et le GFI-1 (« Growth factor independent 1
transcription repressor ») interviennent dans la régulation de la granulopoiése (Ma et al.,
2014).

M
> . Lymphocyte T
CFU-L Progéniteur T )
Cellule souche > A"4 Lymphocyte B
lymphoide ‘1/ Y-

Progéniteur B

—— — Hématies
BFU-E @ a

CFU-E Ery1hroblaste
3 %23 @ 4 % Plaquettes
/:FU -MK Mégacaryocyte
renouveHement > /'> K_> Granulocyte
neutrophile

uU-G Myéloide neutrophile

CFU-GEMM CFU'GM . ’ Monocyte
CFU-M

Cellule souche Promonocyte
myéloide
Granulocyte
éosinophile
CFU-Eo Myéloide éosinophile
@ ; Granulocyte
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CFU-B Myéloide basophile
Cellules Progéniteurs Précurseurs Cellules matures
souches
multipotentes
CFU : Colony Forming Unit G: Granuleuse Eo: Eosinophile

BFU : Burst Forming Unit M : Macrophagique B: Basophile
GM : Granulo Macrophagique MK : Mégacacaryocytaire E :Erythroide

Compartiments de I’hématopoiése

Figure 15 : L’hématopoiése. Elle a lieu dans la moelle osseuse et regroupe 1’érythropoicse, la

granulopoiése et la lymphopoiése (adapté d’aprés 1’image du forum de Médecins du Maroc)

En outre, il a été récemment montré que le processus d’autophagie est essentiel au

cours de la différenciation normale de PN. En effet, la dégradation de gouttelettes lipidiques
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et la production d’acides gras libres ont lieu durant 1’autophagie, ce qui maintien 1’équilibre
entre la production d’énergie et le métabolisme et offert suffisamment I’ATP (Adénosine

triphosphate) afin de favoriser la différenciation de PN (Rifflelmacher et al., 2017).

La différenciation des PN passe par plusieurs étapes : myéloblaste, promyélocyte,
myélocyte, métamyélocyte, «band » PN puis PN mature caractéristique par son noyau
plurilobé la présence de nombreuses granulations cytoplasmiques. Le PN mature a également
une taille inférieure a ces précurseurs. Le temps de maturation est d’environ de 14 jours. La
formation des granules des PN débute durant la différenciation du myéloblaste en
promyélocyte et dure 4-6 jours (Summers et al., 2010), au cours desquels apparaissent les
granules azurophiles (ou primaires). Cette phase est suivie par ’apparition des granules
spécifiques (ou secondaires) au stade de myélocytes, puis des granules gélatinases (ou
tertiaires) au stade de metamyélocytes ou PN immature (Fig 16). A ce stade, la chromatine est
plus condensée. La granulopoiese des PN se termine par le développement de granules riches
en Ficolin-1 et de vésicules secrétoires (Cowland and Borregaard, 2016). Un PN mature est

caractérisé par un noyau plurilobé et une diminution de la taille cellulaire.

Gfi-1
GATA1
AML-1
c-Myc
CDP
C/EBP,

CIEBP,

CIEBP,

Myeloblast Promyelocyte Myelocyte Metamyelocyte Neutrophil

o O o

Azurophilic Specific Gelatinase Secretory
- Myeloperoxidase - Lactoferrin - Gelatinase - Plasma Proteins
- Defensins - Metalloproteinases - Arginase 1 - Membrane Receptors
-BPI - Cathelicidin - Lysozyme - Alkaline Phosphatase
- Azuracidin - Lipocalin 2
- Elastase - Olfactomedin 4

Figure 16 : La granulopoiese de PN et les facteurs de transcription associés. (Lawrence et al.,
2018)
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Les PN matures sont préts a sortir de la moelle osseuse en traversant 1’endothélium
sinusoidal qui sépare 1I’environnement hématopoiétique de la circulation. Cette libération des
PN matures dans la circulation sanguine dépend de différents médiateurs et I’homéostasie
cellulaire est régulée par deux récepteurs de chimiokines majeurs CXCR (« CXC chemokine
receptor »)-2 et CXCR-4.

L’expression de CXCR-2 a la surface des PN matures nouvellement formés est élevée
et les PN peuvent étre facilement mobilisés de la moelle osseuse vers le sang circulant sous
I’influence des ligands de CXCR-2 (CXCL-1, GRO-a) libérés par les cellules endothéliales.
A Tinverse, CXCR-4, est exprimé faiblement a la surface cellulaire des PN matures ; son
principal ligand est CXCL12 ou SDF-1 (« Stromal-Derived Factor 1 »). Ainsi, les PN sont
retenus dans la moelle osseuse sous I’influence de I’interaction entre CXCR-4 et SDF-1 (Kim
et al., 2006). Apres leur libération dans la circulation sanguine, les PN deviennent sénescents
et I’expression de CXCR-4 augmente alors que 1’expression de CXCR-2 diminue. Les PN
CXCR-4"9" meurent par apoptose ou retournent dans la moelle osseuse ou ils sont phagocytés
par les macrophages. Durant ce processus, les macrophages ne produisent plus d’IL-23,
inhibant ainsi la production d’IL-17 par les cellules Th17, diminuant la production de G-CSF
et, par conséquent, le développement et la libération des PN. Cette boucle complexe de
régulation permet de maintenir le nombre de PN circulants et tissulaires relativement constant
(Stark et al., 2005).

Dans les conditions physiologiques, les PN se trouvent non seulement dans la moelle
osseuse ou la circulation sanguine, mais aussi dans certains organes, tels que le poumon, la
rate et le foie. Grace a ces réservoirs de PN matures, ceux-ci peuvent étre utilisés
immediatement lors de I’introduction d’un agent pathogeéne dans 1’organisme pathogéne
(Summers et al., 2010).

L’homéostasie des PN est donc maintenue par une fine balance entre la granulopoiése,

le stockage dans la moelle osseuse, la libération dans la circulation sanguine, la migration

intravasculaire, et la clairance phagocytaire.
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111.2. Granules des PN

Historiquement, les PN contiennent trois types distincts de granules : les granules
azurophiles ou primaires, les granules spécifiques ou secondaires, les granules a gélatinases
ou tertiaires, et les vésicules secrétaires (Fig 16). Une étude récente a rapporté la présence de
granules riches en ficoline-1, formées lors de la différenciation du myélocyte en
métamyélocyte (Rervig et al., 2013). La dégranulation de ces différentes granules conduit a la
libération de leur contenu dans le milieu extracellulaire et contribue donc aux effets
biologiques du PN. Les granulations formées durant les derniers stades de la différenciation

terminale sont plus sujettes a la mobilisation que celles formées au cours des premiers stades.

[11.2.1. Granules azurophiles ou primaires
Les granules azurophiles sont tres difficilement mobilisables a la membrane. Elles
contiennent des substances jouant un rdle majeur dans la bactéricidie et dans la réponse
inflammatoire, notamment :
- La myéloperoxidase (MPO), une enzyme libéré dans la phagolysosome favorisant la
production des FROs. La MPO est capable de lier a la surface des PN et des plaquettes,
a Iorigine d’activités fonctionnelles pro-inflammatoires (Grigorieva et al., 2016). La
MPO est également capable de se lier a la membrane plasmatique via 1’intégrine
CD11b/CD18 afin de déclencher la dégranulation des granules primaires et
secondaires (Lau et al., 2005).
- Des peptides anti-microbiens, tels que 1’a-Défensine et les protéines BPI
(« Bactericidal/permeability increasing protein »). En plus de leur propriété
microbicide, ces médiateurs participent respectivement a la chimioattraction des
cellules T (Yang et al., 2000), et a I’activité antibactérienne Vis a vis des bactéries a
Gram négatif (Levy et al., 1999).
- Des protéines membranaires (préseniline-1, CD63, et CD68).
- De nombreuses sérines protéases (élastase, protéinase 3 et cathepsine G).

I11.2.2. Granules spécifiques ou secondaires

Les granulations spécifiques ou secondaires sont majoritaires au sein des PN matures.
Elles sont caractérisées par 1’absence de MPO, la présence de phosphatase alcaline et de
lactoferrine qui constitue la protéine majeure de ces granules spécifiques. La lactoferrine

participe aux activités microbicides des PN via sa capacité a fixer le fer ; elle est également
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capable de diminuer la production des FROs (Legrand et al., 2005) et de moduler la
maturation de cellules T (Kruzel et al., 2006).

Ces granulations contiennent également des molécules importantes pour les fonctions
des PN, telles que la NGAL (« Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin »), la résistine
(cytokine pro-inflammatoire capable de limiter 1’accumulation des PN au niveau du foyer
inflammatoire), le lysozyme, et la collagénase MMP-8, enzyme capable d’hydrolyser les
protéines de la matrice extracellulaire participant ainsi a la migration des PN vers le site

inflammatoire.

[11.2.3. Granules gélatinases ou tertiaires
Les granules gélatinases ont été ainsi déenommeées du fait de leur contenu riche en
gélatinase (ou MMP-9 (« Matrix metallopeptidase 9 ») et de leur apparition en dernier lors de

la maturation des PN.

Les MMPs sont des enzymes protéolytiques caractérisées par la présence d’un ion
Zn?* 1ié a 3 résidus histidine. L’activation de la MMP-9, déclenchée par la présence des FROs,
(Yu et al., 2013), participe & la degradation la matrice extracellulaire. La MMP-9 activée
forme des complexes avec le TIMP-1 (« Tissue inhibitor of metalloproteinase 1»), son
inhibiteur spécifique, qui inhibe son activité protéolytique. L’altération de 1’équilibre entre

eux pourrait donc entrainer des processus pathologiques (Brew et al., 2000).

Les granules gélatinases expriment également a leur surface des protéines
membranaires comme la pB2-intégrine CD11b/CD18, le CD67 et le CD177. Elles sont
mobilisées lors de 1’établissement de contact entre les PN et les cellules endothéliales activées

(Kjeldsen et al., 1994).

111.3. Principales étapes fonctionnelles des PN
Les différentes étapes impliquées dans le fonctionnement des PN sont illustrées par la

figure 17 :
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Figure 17 : Tllustration schématique du mécanisme d’activation des PN et des étapes menant a

leur extravasion durant I’inflammation (Mocsai 2013).

I11.3.1. Adhérence a la cellule endothéliale et migration transendothéliale

En présence d’un processus infectieux, d’un dommage tissulaire ou d’une
inflammation, les PN sont les premiéres cellules a migrer du sang circulant vers le foyer
inflammatoire. Les PN adhérent aux cellules endothéliales, se glissent et se dirigent de facon
orientée vers leur cible tissulaire pour 1’éliminer au niveau du foyer inflammatoire (Fig 17).
L’adhérence des PN aux cellules endothéliales est modulée par trois classes de molécules
d’adhérence : les sélectines, les intégrines et les molécules d’adhérence de la superfamille des
immunoglobulines (Dimasi et al., 2013). Le processus d’extravasation des PN pourrait étre

divisé en deux étapes successives :

La premiere éetape fait intervenir des molécules de la famille des sélectines : la L-
sélectine (CD62L) présente de fagcon constitutive & la surface des PN, ainsi que les E-, P-
sélectines (CD62E et CD62P) et leur ligands (comme I’ESL-1, la PSGL-1) dont I’expression
augmente a la surface des cellules endothéliales sous [I’influence de mediateurs
inflammatoires tels que des cytokines (IL-1, TNFa) (Fig 18). Les interactions entre ces
différentes sélectines, sont de faible affinité et induisent un ralentissement des PN en

déclenchant un phénomene de roulement (ou « rolling ») du PN le long de 1’endothélium.

55



Introduction Polynucléaire Neutrophile

Medium - -
PSGL-1 affinity | High affinity

Integrin |
a-chain |

ITAM-associated
receptor (?)

ITAM-associated
Integrin receptor (?)
B-chain

DAP12/FCR'{ DAP12/FCR'{

—

ERM family
proteins

(‘Tatn [inain3
=3 ]

PLCy2| SLP-76

Vav

| INSIDE-OUT SIGNALING |

VASP, C3G,
Epac1, CALDAG-GEFI

Other stimuli /
\

Figure 18: Les voies de signalisation impliquées dans 1’adhérence des PN aux cellules
endothéliales (Futosi et al., 2013). La PSGL-1 et les B2 intégrines se lient aux motifs ITAM

associes aux récepteurs afin de déclencher 1’adhérence des PN aux cellules endothéliales. Des
protéines supplémentaires sont recrutées et impliquées dans la régulation de ce processus via

un mécanisme « Inside-Out Signaling ».

Dans un second temps, le ralentissement des PN au niveau de 1’endothélium permet
I’interaction entre des chimiokines exprimées a la surface des cellules endothéliales, telle que
I’TL-8 et leur récepteur exprimé a la surface des PN. Ceci conduit a I’activation du PN
aboutissant d’une part au clivage enzymatique de la L-sélectine libérée dans le milieu
extracellulaire et d’autre part a une augmentation de l’expression membranaire des [2
intégrines, notamment la molécule CD11b/CD18, suite a la translocation des granules
intracellulaires vers la membrane plasmique. Les 2 intégrines activées se lient avec une forte
affinit¢ aux molécules d’adhérence ICAM (« Intercellular Adhesion Molecules ») exprimées

par les cellules endothéliales.
Les PN traversent 1’endothélium en utilisant deux voies non mutuellement exclusives.

La migration trans-cellulaire (au travers des cellules endothéliales) est utilisée par 5-20% des

PN ; cette voie induit la translocation d’ICAM-1 dans les régions riches en actine et
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cavéoline, créant une organelle vesiculo-vacuolaire qui forme un canal intracellulaire au
travers duquel le PN peut traverser la cellule. La migration paracellulaire (entre les cellules
endotheéliales) est plus fréquente et fait intervenir plusieurs interactions entre les f2-intégrines
et des molécules d’adhérence endothéliales telles qu’ ICAM-1 et -2, PECAM-1, la VE-
cadhérine et le CD99. (Dimasi et al., 2013)

Apres avoir traversé la barriére endothéliale, les PN migrent dans les tissus vers le site
inflammatoire ou infectieux. Cette migration se fait de fagcon orientée suivant un gradient de
substances chimioattractantes dont des dérivés bactériens (notamment le fMLP, « formyl-
Methionyl-Leucyl-Phénylalanine »), ou des dérivés du systeme du complément (comme le
C3a et le C5a), des dérivés lipidiques tels que le leucotriene B4 et le « Platelet Activating
Factor » (PAF) ou des chimiokines telles que I’IL-8 (Kolaczkowska and Kubes, 2013).

I11.3.2. Reconnaissance des agents pathogenes par les PN

Arrivé au niveau du site inflammatoire, les PN reconnaissent les agents pathogenes a
I’aide de récepteurs, les PRRs qui reconnaissent des motifs pathogenes conservés au cours de
I’évolution, les PAMPs. Les principaux PRRs des PN sont: les TLR (« Toll-like receptors »),
les CLR (récepteurs de la lectine de type C) et les NLR (« NOD-like receptors ») (Thomas
and Schroder, 2013) (Fig 19).
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Figure 19: Voies de signalisation des PRRs exprimés par les PN. Représentation de
I'expression des génes et de la production de cytokines aprés activation des voies de
signalisation des PRR. Ces voies controlent également d’autres mécanismes des PN, comme
la phagocytose, la dégranulation, la production de formes réactives de 1’oxygeéne et la survie

(Thomas and Schroder, 2013).

Les TLR sont des protéines transmembranaires de type | comprenant un domaine
extracellulaire riche en leucines (LRR «leucine rich repeat»), responsable de la
reconnaissance des PAMPs. De plus, il existe une partie transmembranaire riche en cystéines
et un domaine intracellulaire identique a celui du récepteur de I’IL1 (Toll/IL-1R domain =
TIR domain) qui permet I’initiation des voies de signalisation intracellulaires (Prince et al.,
2011). Les PN humains expriment tous les TLR sauf le TLR3 (Brandes et al., 2013) et le
TLR7 (Janke et al., 2009). Les TLRs 1/2/4/5/6 sont des récepteurs transmembranaires de
surface reconnaissant des ligands extracellulaires alors que les TLRs 8 et 9 sont des récepteurs
endosomaux qui reconnaissent des ligands intracellulaires a 1’intérieur de I’endolysosome.
Les PRRs les plus exprimés par les PN sont le TLR4, le TLR2 et le TLR9 qui reconnaissent
respectivement le LPS, les lipopeptides bactériens et I’ADN bactérien. La voie de
signalisation dépendante de MyD88 déclenche I’activation des kinases IRAK (« Interleukin-1
receptor associated kinase ») et de TRAF6 (« TNF receptor associated factor »), induisant la
translocation nucléaire de facteurs de transcription de la voie NF-kB aboutissant ainsi a
I’expression des cytokines pro-inflammatoires (Fig 19). La liaison des ligands aux TLRs
exprimés par les PN module également ses activités biologiques, telles que la migration, la

phagocytose, 1’apoptose, la dégranulation et la production des FROs.

D’autre part, les PN expriment aussi les CLR, famille de protéines qui possédent des
lectines membranaires caractérisées par un domaine de reconnaissance des carbohydrates et
essentiels dans la réponse antifongique. La liaison du ligand aux CLRs déclenche la
phosphorylation du motif ITAM (« Immunoreceptor tyrosine-based activation-like motif »)
et I’activation de la SYK (« Spleen Tyrosine Kinase »). Cette derniére est impliquée dans la
phagocytose et la production des FROs par I’activation de la voie de signalisation NF-«xB, et
de la voie de la NFAT (« Nuclear factor of activated T cells »), ainsi que de I’inflammasome
NLRP3 (Fig 19).
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Les PRRs cytoplasmiques exprimés par les PN sont les NLRs. Les protéines NOD1 et
NOD2 modulent I’activité de la voie NF-«xB et celle de la MAPK, alors que NLRP1 et la
NLRP3 conduisent a la formation de 1’inflammasome et a la production d’IL-1pB et d’IL-18

matures.

Les PN expriment d’autres PRRs, tels que la RIG-1 (« Retinoic-acid-inducible protein
1»), la MDA-5 (« Melanoma differentiation associated gene 5 »), membres de la famille
RLRs, qui reconnaissent I’ARN cytoplasmique (Tamassia et al., 2008), et le TREM-1 qui est
impliqué dans la dégranulation et la phagocytose des PN (Bouchon et al., 2000).

[11.3.3. Phagocytose des agents pathogenes par les PN

Les interactions entre les PN et les cibles peuvent étre directes, par la reconnaissance
de PAMP par les PRR (décrits ci-dessus), mais également par opsonisation. Ce dernier
phénomeéne est mis en place grace a des récepteurs pour le fragment Fc des 19G (FcyR) et par

les récepteurs du complément présents a la surface des PN (Nordenfelt and Tapper, 2011).

Les FcyR sont une classe complexe de récepteurs qui varient selon leur ligand, leur
expression et leur fonction (Bruhns, 2012). Dans les PN humains, le FcyRIla (CD32), le
FcyRIIIb (CD16b) s’expriment de maniére constitutive a la surface des neutrophiles. Par
contre, 1’expression de FcyRI (CD64) est induite par I’'IFNy (Repp et al., 1991). Le CD32
joue un role important pour la phagocytose car il possede une queue intra-cytoplasmique avec
des motifs activateurs ITAM (Selvaraj et al., 2004). Son engagement induit ainsi 1’activation

de différentes voies de signalisation impliquées dans la phagocytose.

La phagocytose médiée par le complément est accomplie par la reconnaissance
spécifique de la cible recouverte de C3bi par les récepteurs du complément : CR1 (CD35),
CR3 (CD11b/CD18, Macl ou integrin-aMp2) et CR4 (CD11c/CD18 ou integrin-oXp2),
présents sur les PN (Tohyama and Yamamura, 2006). Cette phagocytose est peu active et
contrairement aux FcyR, les récepteurs du complément ont besoin de stimuli additionnels

pour permettre la phagocytose,

Aprés reconnaissance et adhérence a la cible, le PN émet des pseudopodes lui
permettant d’englober sa cible au sein d’une vacuole de phagocytose intracellulaire nommeée

comme phagosome. La maturation du phagosome passe par la mobilisation et la fusion des
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granulations conduisant a la formation du phagolysosome au sein duquel seront libérées les

molécules antimicrobiennes.

111.3.4 Destruction des agents pathogénes par les PN

Le PN détruit sa cible au sein du phagolysosome par I’intermédiaire de deux grands
types de mécanismes coopératifs: le systtme indépendant de I’oxygéne et le systéme
dépendant de I’oxygéne. De plus, le PN peut également éliminer le pathogéne via des

structures extracellulaires.

I11.3.4.1. Systeme indépendant de I’oxygene

Ce systeme correspond au déversement dans le phagosome de substances bactéricides
(lysosyme, défensines, cathelicidines, lactoferrine) ainsi que des protéases (élastase,
protéinase 3) contenues dans les granulations suite a la mobilisation de ces granulations et a
leur fusion avec le phagosome. L’acidification de la vacuole de phagocytose intervenant aprées
sa formation, favorise I’action des enzymes comme la MPO et le lysozyme. Les granulations
peuvent également étre mobilisées au niveau de la membrane plasmique et fusionnées avec

cette derniére conduisant a la libération de leur contenu dans le milieu environnant.

Le processus de dégranulation est déclenché par I’interaction entre les ligands et les
récepteurs de phagocytose a la surface des PN. Ceci conduit a la mobilisation des granules du
cytosol vers la membrane plasmatique ou vers le phagosome formé puis a leur ancrage et leur
interaction avec la membrane plasmique ou la membrane du phagosome. L’association entre
les molécules SNARE (« Soluble Néthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein
Receptor ») de la membrane cible et les molécules VAMP (« Vesicle associated Membrane
Proteins ») au niveau des granules favorise 1’exocytose de leur contenu. (Naegelen et al.,
2015).

Ainsi, la libération de molécules microbicides par dégranulation est nécessaire a la
réponse immunitaire pour contréler les pathogénes. Plusieurs de ces protéines granulaires sont
appelées « alarmines » car elles participent au recrutement et a I’activation d’autres cellules
du systéme immunitaire et sont impliquées dans la modulation de la réponse adaptative (Yang
and Oppenheim, 2009; Yang et al., 2013).
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[11.3.4.2. Systéme dépendant de 1’oxygene ou explosion oxydative
L’explosion oxydative consiste en une production rapide et massive de FRO et
représente un outil essentiel pour la destruction des agents pathogenes. Les PN se

caractérisent par une forte production de FRO.

Resting State Priming State Activated State

@

Granules examosls & cvlb sss moblllxannn Endocytosis & intracellular ROS
Partial p ion in Extracellular ROS production

changes of p47phox

Figure 20 : Représentation schématique du complexe NADPH oxydase au sein des PN au

repos et des PN activés (Nguyen et al., 2017).

Cette production de FRO fait intervenir un systeme enzymatique complexe, la
NADPH oxydase. La NADPH-oxydase appartient a la famille des Nox. Actuellement, sept
enzymes homologues ont été décrites dans plusieurs types cellulaires et répertoriées en deux
familles (Brandes et al., 2013), les protéines de la famille Nox (Nox 1, 2, 3, 4 et 5) et les
membres de la famille Duox (Duox 1 et 2).

La Nox2 est la premiere enzyme de la famille des Nox a avoir été identifiée, et il est
un complexe enzymatique constitué de plusieurs composants protéiques, dispersés entre les
membranes et le cytosol dans le PN au repos (Fig 20). Les composants membranaires sont le
cytochrome bsss, constitué de deux sous-unités, la gp91P"™* (« phagocyte oxidase ») et la
p22P1oX | es trois autres oxydases phagocytaires forment les composants cytosoliques : p47P1%%,
P67P* p40P"* Aprés I’activation du PN sous I’influence de différents stimuli, la p47°P"%,
dont l'activité est inactivée dans les PN au repos, est phosphorylée au niveau de plusieurs
résidus sérine par différentes kinases ce qui permet un changement de conformation et
I’activation de la sous-unité avec d’autres composants. La protéine G monomérique de type
Rac2, qui est dans le cytosol dans les PN au repos, est activée et se lie a la gp91P"™ et a la
P67P"* en favorisant I’établissement de cette sous-unité au niveau membranaire (El-Benna et

al., 2016). Celle-ci va permettre le transfert d’un électron a partir du NADPH sur I’oxygéne
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moléculaire donnant naissance 1’anion superoxyde (O%), précurseur des autres FRO & savoir :
le peroxyde d’hydrogéne (H202), le radical hydroxyde (OH®°) hautement toxique et I’acide

hypochloreux, composé voisin de I’eau de javel puissamment bactéricide.

L’activation de la NADPH oxydase fait intervenir différentes étapes survenant au
cours de la migration du PN vers le foyer infectieux. Une 1% étape de « priming » ou
amorcage des PN correspond a un état intermédiaire d’activation et augmente la susceptibilité
du PN a I’activation par un second stimulus localisé au site méme d’infection. Cette étape de
« priming » résulte de D’interaction de différents médiateurs tels que des cytokines pro-
inflammatoires (TNF, IL-8, IL-6, GM-CSF) ou des agonistes des TLR avec les PN (Elbim et
al., 1994). Cette interaction conduit a de nombreux changements au niveau des composants de
la NADPH oxydase, incluant la phosphorylation partielle de la p47°"® et son changement de
la conformation. En revanche, I’engagement de certains récepteurs tels que les intégrines ou

les FcyR peut activer directement la NADPH oxydase (Nguyen et al., 2017).

Le processus de dégranulation des PN est également impliqué dans la régulation de
I’activité de la NADPH oxydase et ce de maniere coopérative au sein du phagosome. En effet,
la dégranulation conduit a une augmentation de I’expression membranaire de certains

composants de la NADPH oxydase, tels que le cytochrome bssg (Uriarte et al., 2011).

Les FRO induisent des altérations lipidiques, protéiques et des atteintes des acides
nucléiques et participent ainsi de maniere effective a la destruction des agents pathogenes.
L’importance de I’explosion oxydative, en tant que mécanisme de défense contre les
microbes, est attestée par 1’existence d’une maladie liée a une anomalie dans un des génes
codant pour les différents composants de la NADPH-oxydase, la granulomatose septique
familiale (CGD) (Kannengiesser et al., 2008). Les deux formes les plus fréquentes sont liées a
un défaut dans gp91P"™ (liée a 1’X, environ 70% des cas) ou un défaut dans p47°"°* (autosome
récessif, environ 25% des cas). Cette maladie est caractérisée par une diminution profonde ou
totale de la production de FRO et en conséquence, la présence d’infections bactériennes et
fongiques récurrentes et séveres. (Desjardins et al., 2012). Dans le cas contraire, la production
excessive ou inappropriée de FRO dans le milieu extracellulaire peut conduire a la survenue
de lésions tissulaires (Mittal et al., 2014) et a été impliquée dans la physiopathologie de

nombreuses maladies inflammatoires aigués ou chroniques.
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111.3.4.3. Systeme de destruction extracellulaire : la NETose ou production de « Neutrophil
extracellular traps » (NETS)

Il a été récemment décrit I’émission par les PN dans le milieu extracellulaire de
protéines granulaires bactéricides associées a de la chromatine décondensées et formant des
fibres extracellulaires appelées « Neutrophil Exitracelluar Traps » (NETS) (Fig 21). Les NETs
immobilisent et tuent les pathogenes extracellulaires (Brinkmann et al., 2004). La formation
des NETs est un processus orchestré, appelé la NETose, qui débute par des changements
morphologiques du noyau qui perd son intégrité, suivis par la disparition des granules et se
termine par la vésicularisation et la rupture de la membrane plasmique qui permet la libération
dans le milieu extracellulaire du contenu cytoplasmique. Durant la NETose, la chromatine se
déplie, les membranes se désintégrent, permettant ainsi le mélange de la chromatine avec des
protéines des granulations, du cytoplasme et issues d’autres compartiments cellulaires. Cette
production de NETs est définie comme 1'étape ultime d’un processus d’activation des PN

pouvant ou pas aboutir a la mort cellulaire (Fuchs et al., 2007).

Figure 21 : Formation des NETs par le PN en réponse a une cellule tumorale (Park et al.,
2016). Observation en microscopie électronique a balayage de la formation des NETSs par un

PN (a droite) induite par la présence d’une cellule cancéreuse (& gauche).
Les mécanismes a I’origine de la NETose ne sont pas encore totalement élucidés a ce

jour. Divers activateurs des PN induisent le processus de NETose tels que des médiateurs pro-

inflammatoires (comme TNF-a, IL-8, PAF), I’association GM-CSF/C5a/LPS, les cellules
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endotheliales ou les plaquettes, ainsi que des agents pharmacologiques tels que le PMA in
vitro (Brinkmann et al., 2004). De facon intéressante, il a été rapporté que 1’¢élastase induite
par NETs peut entrainer des fragmentation des fibrilles amyloides en oligoméres toxiques
(Azevedo et al., 2012).

ROS independent

citrullination? proteases?

ROS dependent

y @ Azurosome

H20, S Histone
NE release degradation

c-Raf/MEK/ERK — Phox _

Figure 22: Deux hypothéses sur la formation des NETs (Sollberger et al., 2018).

Les processus moléculaires aboutissant & la libération de NETs sont complexes et
variés. Le meécanisme le mieux connu est celui qui est déclenché par le PMA, puissant
activateur de la protéine kinase C. Dans ce cas, La NETose est dépendante de la production de
FRO comme I’inhibition de la production des NETS en cas de blocage de la NADPH oxydase
(Hakkim et al., 2011). La voie de signalisation c-Raf/MEK/ERK, événement précoce en aval
de I’activation de 1’oxydase, est nécessaire a la NETose induite par le PMA. Le peroxyde
d’hydrogéne, peut notamment déclencher la dissociation de 1’azurosome (un complexe
protéinique composé de la MPO) libérant ainsi 1’¢lastase des PN ainsi que des protéases au
niveau cytoplasmique (Fig 22). Ces protéases facilitent clivage le des histones qui est requis
pour la libération des NETs. Par ailleurs, les modifications post-transcriptionnelles des
histones telles que la citrullination induite par la PAD4 (« Peptidylarginine deiminases 4 »),
est cruciale pour la décondensation de la chromatine, elle-méme une étape prérequise de la
NETose (Lewis et al., 2015). Enfin, certains auteurs ont suggéré I’existence d’'un mécanisme
de la NETose indépendant des FRO, mais celui-ci reste a ce jour mal connu (Chen et al.,
2012, Parker and Winterbourn, 2013).

De nombreux travaux ont montré le réle microbicide des NETS, soit en piégeant les
agents pathogénes (Brinkmann and Zychlinsky, 2007), soit en inactivant les facteurs de

virulence des microorganismes pathogenes (Averhoff et al., 2008). Cependant, 1’exposition a
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I’extérieur de la cellule de molécules actives, notamment les histones ou les protéases, peut
étre aussi a l’origine de phénoménes déléteres comme une réponse cytotoxique, pro-
thrombotique, I’induction d’une réponse auto-immune ou la progression tumorale.
L'accumulation de NETs a notamment été associée a certaines pathologies inflammatoires
comme la mucoviscidose (Manzenreiter et al., 2012), et I'asthme allergique (Dworski et al.,
2011).

I11.3.5. Production de médiateurs par les PN

Les PN ont longtemps été considérés comme de simples agents bactéricides. Toutefois,
il a été récemment démontré qu’ils étaient également capables de synthétiser de nombreux
médiateurs, majoritairement pro-inflammatoires, qui modulent la réponse immunitaire innée
mais également adaptative et interviennent dans l’interaction du PN avec d’autres cellules
immunitaires. La liste de ces médiateurs est présentée ci-dessous (Fig 23). Le PN produit une
faible quantité de médiateurs par rapport aux monocytes/macrophages et aux lymphocytes,
mais compte-tenu du nombre trés important de PN migrant au niveau des sites

inflammatoires, cette production peut devenir importante (Nathan, 2006).

[ Microbial moieties | — | CXC-chemokines
; S — | CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL4, CXCLS5, CXCLS6,

TNF | CC-chemokines
| | 1 CCL2,CCL3,CCL4,CCL17,CCL18,CCL19,CCL20,CCL22
o 2 Db vt -0
Type | IFNs | — 2 o ! Pro-inflammatory cytokines
: : Neutrophil — | IL-1at, IL-1P, IL-6%, IL-7, IL-%, IL-16%, IL-17A%,
Type Il IFN| — IL-17F*, IL-18, MIF

Anti-inflammatory cytokines i
IL-1RA, IL-44%, IL-10%, TGFB1, TGFB2

Immunoregulatory cytokines
IFNae*, IFNy®, IL-12, IL-23

Colony-stimulating factors
G-CSF, M-CSF*, GM-CSF, IL-3%, SCF**

VAngiogenic and fibrogenic factors
HB-EGF, HGF, FGF2, TGFa, VEGF, prokineticin 2

TNF superfamily members
— | APRIL, BAFF, CD30L, CD95L, LIGHT*,
LTR*, RANKL, TNF, TRAIL

' Other cytokines
—» | Amphiregulin, BDNF*, midkine, NGF*, NT4*%,
| oncostatin M, PBEF

Figure 23 : La liste des médiateurs libérés par les PN activés. L'expression et/ou la production
de ces cytokines a été validée par des techniques d'expression des genes,

d’immunohistochimie, par ELISA ou par dosages biologiques spécifiques des cytokines,
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réalisées sur des cellules humaines et / ou murines. * études réalisées au niveau de I'ARNm. §

données controversées dans les PN humains (Mantovanni et al., 2011).

Le PN synthétise notamment de nombreux cytokines, soit pro-inflammatoires, soit
anti-inflammatoires, ainsi que des facteurs de croissance. La production de cytokines par les
PN est controlée par des mécanismes de régulation qui agissent a différents niveaux, en
particulier au niveau de la transcription de I'ARNm, de sa stabilité, de la traduction ou de la
sécrétion de la protéine. Parmi ces cytokines, la production d’IL-8, favorise le recrutement
d’autres PN, ainsi que leur dégranulation et I’expression des molécules d’adhérence a leur
surface (Tecchio et al., 2014). En outre, I’IL-1p et TNF-o produits par les PN induisent la
production par d’autres cellules d’IL-8 amplifiant ainsi le recrutement de PN (Kasama et al.,
2005). Les PN présents au site inflammatoire recrutent également d’autres cellules

phagocytaires par la production des chimiokines, comme MIP-1a et MIP-1.

[11.3.6. Mort des PN
Apres avoir exercé son activité bactéricide, le PN meurt principalement par apoptose,

mais également par nécrose, autophagie, ou comme mentionné ci-dessus par NETose.

[11.3.6.1. Apoptose des PN

L’apoptose, contrairement a la nécrose, se caractérise par une conservation de
I’intégrit¢ de la membrane plasmique évitant ainsi le relargage du contenu potentiellement
toxique du PN dans le milieu extracellulaire. L’apoptose est un facteur essentiel de la
régulation homéostatique de nombreux types de populations cellulaires, y compris ceux du
systeme hématopoiétique. En particulier, la mort spontanée des PN par apoptose permet de

maintenir un nombre stable de ces cellules dans la circulation sanguine.

L’apoptose induit des modifications morphologiques, et membranaires des PN. Ces
modifications incluent notamment une diminution du volume cellulaire, une altération du
cytosquelette, une condensation du cytoplasme et de la chromatine, et une dégradation de
I’ADN en fragments nucléosomiques. Au niveau membranaire, I’asymétrie de la bicouche
lipidique est perdue, I’intégrité des membranes est cependant maintenue. Les PN apoptotiques
ne répondent plus aux stimuli extracellulaires suite a la diminution des récepteurs a la surface
des PN (Stenberg et al., 2013). Les PN apoptotiques sont principalement éliminés par la

reconnaissance des signaux « eat-me » par des macrophages dans le foie, la rate et la moelle
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osseuse. Une augmentation de 1’expression du CXCR4 est observée sur les PN sénescents, ce
qui leur permet de retourner a la moelle osseuse et d’étre éliminés par les macrophages du
stroma.

Les caspases constituent une famille de protéases a cystéines qui jouent un réle
critique dans le processus de 1’apoptose. Elles sont activées a travers soit une voie extrinseque,
soit une voie intrinséque. La voie extrinséque surveille I’environnement extracellulaire et elle
est induite par des stimuli extracellulaires qui déclenchent les récepteurs de mort (comme Fas,
TNFR1, et TRAIL). Les ligands de ces récepteurs déclenchent 1’activation de la caspase-8
afin d’activer les caspases effectrices (caspases 3 et 7), induisant la mort cellulaire
apoptotique (Galluzzi et al., 2012). La voie intrinseque ou mitochondriale surveille le
microenvironnement intracellulaire et est induite par des stimuli proapoptotiques, tels que
I’ADN endommagé et le stress oxydatif. Ces stimuli induisent une perméabilisation de la
membrane externe de la mitochondrie ainsi que la libération de facteurs pro-apoptotiques, tels
que le cytochrome ¢ qui active la caspase-9, caspase initiatrice prédominante de cette voie.
Cette voie est modulée par les membres de la famille Bcl-2 («B-cell lymphoma-2 ») qui
controlent I’intégrité de la membrane externe de la mitochondrie (Martinou and Youle, 2011).
L’équilibre entre I’expression des protéines pro- et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2
détermine la durée de vie des PN. Les PN expriment constitutivement les molécules pro-
apoptotiques (Bax, Bid, Bim, Bak et Bad), et de facon inductible, les molécules anti-
apoptotiques Al et Mcl-1 (« Myeloid Cell Leukemia-1 »), I’expression de Bcl-XL étant
encore discutées. Un des mécanismes expliquant la demi-vie courte des PN, est la destruction
progressive de la molécule anti-apoptotique Mcl-1, par la voie du protéasome durant
I’apoptose des PN. Des inhibiteurs des CDK (« Cyclin-Dependant kinases »), tels que la
roscovitine, peuvent notamment accélérer 1’apoptose des PN en diminuant 1’expression de
Mcl-1 (Leitch et al., 2010).

L’entrée en apoptose tres rapide des PN est I’hypothese la plus vraisemblable pour
expliquer leur courte durée de vie. De nombreuses molécules pro-inflammatoires, présentes
au niveau du site inflammatoire, telles que les cytokines, des facteurs de croissances
hématopoiétiques, des chimio-attractants, et des médiateurs dérivés de 1’agent pathogéne,
retardent 1’apoptose des PN. Ce retard a I’apoptose est associ¢é a une préservation des
fonctions du PN et est essentiel a leur action efficace contre les agents pathogenes. Toutefois,
une dysrégulation du retard de I’apoptose des PN peut conduire a leur accumulation au niveau

tissulaire dépassant les capacités de clairance par les macrophages et a la libération de leur

67



Introduction Polynucléaire Neutrophile

contenu granulaire par nécrose (Gabelloni et al., 2013). Cette dysrégulation a ainsi été
impliquée dans la physiopathologie de nombreuses maladies inflammatoires telles que le
syndrome de détresse respiratoire aigu.

[11.3.6.2. Nécrose des PN

Contrairement a 1’apoptose qui induit une mort cellulaire physiologique non-
inflammatoire, la nécrose cellulaire induit le gonflement de la cellule et des organites,
particulierement les mitochondries, une fragmentation de la chromatine nucléaire, la
perméabilisation de la membrane plasmique et la libération des composants intracellulaires
nuisibles, telles que les proteases, dans le milieu extracellulaire, prolongeant ainsi la réaction
inflammatoire et favorisant 1’échappement potentielle des agents pathogénes (Geering et al.,
2013).

La nécrose peut aussi se dérouler de maniere controlée comme 1’apoptose. Ce
processus est appelé la nécroptose ou la nécrose programmeée. La nécroptose des PN peut étre
induite par I’activation du TNFR1, I’activation des cristaux MSU (« Monosodium urate »), et
la phagocytose de S. aureus (Wang et al., 2018). La nécroptose des PN peut également
induire des dommages tissulaires et 1’inflammation environnementale de fagon similaire
comme la nécrose. Elle est donc susceptible de jouer un réle important dans la pathologie des

maladies inflammatoires.

111.3.6.3. NETose des PN

De méme que la nécrose, la NETose induit la libération extracellulaire de protéases et
d’autres constituants nuisibles qui peuvent exacerber les dommages inflammatoires. Comme
nous I’avons vu ci-dessus, la NETose est caractérisée par des changements morphologiques
différents de ceux observés durant 1’apoptose et la nécrose. De plus, les inhibiteurs de

I’apoptose ou de la nécrose ne peuvent pas bloquer la formation des NETs (Yousefi et al.,

2009).

[11.3.6.4. Mort associée a I’autophagie des PN

L’autophagie représente un mécanisme majeur dans la régulation des métabolismes
tissulaires et cellulaires (Boya et al., 2013). L’autophagie est caractérisée par la formation
massive de vésicules a double membrane, appelé autophagosome, sous le contrdle de

GTPases et de kinases qui englobent et recyclent les composants intracellulaires. En fonction
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des conditions, I’autophagie est impliquée dans la mort cellulaire, mais peut également
constituer un mécanisme protecteur permettant de différer la mort des cellules (Kuballa et al.,
2012).

L’autophagie du PN est notamment induite apres la phagocytose de certaines bactéries,
notamment E.coli. favorise le recrutement du LC3/GABARAP, une enzyme similaire a I’E3
ubiquitine ligase, et nécessaire a la formation de 1’autophagosome au sein des PN. Cette
observation montre ainsi le lien entre la phagocytose et I’autophagie au sein des PN (Mitroulis
et al., 2010). De plus, la mort induite par la liaison du Siglec-9 («Sialic acid-binding
immunoglobulin-like lectin 9») a la surface des PN, qui est associée & une vacuolisation
cytoplasmique, peut également étre considérée comme une mort cellulaire ressemblant a
I’autophagie (von Gunten et al., 2005). L’implication du complexe Nox-2 dans 1’autophagie a
été rapportée dans les PN murins (Huang et al., 2009) et le role de I’explosion oxydative dans

I’induction de I’autophagie a été confirmé dans les PN humains (Mitroulis et al., 2010).

I11.4. Roéle des PN dans la résolution de ’inflammation

Apres élimination de 1’agent pathogéne, un processus actif déebute afin de limiter le
recrutement et ’infiltration des PN, éliminer les cellules apoptotiques au site inflammatoire.
et permettre la réparation tissulaire. La résolution de 1’inflammation joue un role important
pour le maintien de I’homéostasie tissulaire et une dysrégulation de ce processus peut étre a

I’origine de pathologies.

[11.4.1. Phase de pro-résolution

Elle intervient au cours de la mort par apoptose du PN. En effet, I’expression de
signaux « find me » et « eat me » favorise la reconnaissance des PN apoptotiques par les
macrophages. Un de ces signaux est représenté par la phosphatidylsérine, caractéristique des
cellules apoptotiques, qui apparait sur le feuillet externe de la membrane plasmique, par perte
de I’asymétrie membranaire normale. La reconnaissance et l'ingestion des PN apoptotiques
par les macrophages induisent un phénotype M2-like de ces macrophages (I1L-10"9"/[L-12'0%)
qui régule négativement Il'inflammation et stimule la réparation des tissus. (Ariel and Serhan,
2012). Par ailleurs, la biosynthése de médiateurs pro-résolution est augmentée dans les PN au
cours de l'apoptose, tels que des médiateurs lipidiques : la lipoxine (LXAA4), la resolvine E1
(RVEL), l'anexine Al, le TRAIL, ainsi que des inhibiteurs de CDK. Ces médiateurs

améliorent la phagocytose et I'élimination des PN apoptotiques, mettant ainsi en place une
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boucle d’amplification. (El-Kebir and Filep, 2013). Les PN apoptotiques peuvent egalement
phagocyter d’autres PN apoptotiques, contribuant ainsi a la clairance des PN au niveau du site
d’infection (Rydell-Tormanen et al., 2006).

L’¢échec de cette étape entraine probablement la nécrose secondaire et la libération des
substances pro-inflammatoire qui pourrait amplifier I’inflammation au site d’infection. Une
diminution de la production des FROs et des cytokines inflammatoires dans les PN

apoptotiques est favorable durant la résolution.

[11.4.2. Phase anti-inflammatoire
Dans cette phase sont principalement impliqués de médiateurs qui modulent et/ ou
inhibent le recrutement des PN au site inflammatoire mais aussi des molécules régulatrices de

I’activation cellulaire et de I’amplification de la réponse inflammatoire.

Au cours de cette phase vont intervenir a nouveau les médiateurs lipidiques LXA4 et
RVELl. LXA4 diminue la migration des PN vers les tissus inflammatoires (Serhan et al.,
2008), notamment en inhibant le clivage de la L-sélectine (Filep et al., 1999); RVEl
diminuent également la migration des PN et inhibe la production de cytokines (Serhan et al.,
2008).

La sous-unité p40P"°* de Nox2, intervient également au cours de cette étape. (Conway
et al., 2012) en diminuant ’expression de CCR1. De plus, les FRO libérés via Nox2 peuvent
augmenter la libération de la cytokine anti-inflammatoire TGF- a partir de fibroblastes
cultivés et activer la forme latente de cette cytokine (Sareila et al., 2011). L’oncostatine M
libérée rapidement au cours de la phase aigiie de I’inflammation, peut participer a I’inhibition
de l'expression et de la libération des cytokines pro-inflammatoires IL-1 et IL-8 par les
fibroblastes, diminuant ainsi le recrutement des PN aux sites de I'inflammation (Dumas et al.,
2012).

Parallelement, les PN inhibent I’action de certaines chimiokines et cytokines en
s’opposant a leur fixation sur leurs récepteurs spécifiques. Notamment, les PN inhibent
I’interaction de 1’IL-1 avec son récepteur (IL-1R1) via I’expression du « decoy receptor » IL-
1R2 qui lie a I’TL-1 de fagcon compétitive (Bourke et al., 2003). De la méme manieére, I’TL-10

dont DI’expression est induite au sein du PN activé (Bazzoni et al., 2010), augmente
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I’expression et la production de molécules anti-inflammatoires, comme 1’antagoniste du
récepteur de I’IL-1, et inhibe la production des cytokines pro-inflammatoires, la production
des FROs et la phagocytose des PN.

Enfin, les PN activés peuvent aussi libérer rapidement des ectosomes, microparticules
produites par bourgeonnement de la membrane plasmique (Gasser and Schifferli, 2004). Ces
microparticules exposent la phosphatidylsérine sur le feuillet externe de leur membrane et
donc exercent un effet inhibiteur en diminuant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
par les macrophages et en induisant la production de TGF-B par les monocytes.(Eken et al.,
2008; Eken et al., 2010; Gasser and Schifferli, 2004).

111.4.3. Phase de reconstitution tissulaire

Les PN peuvent egalement étre impliqués dans la reconstitution des tissus, notamment
via le processus de l'angiogenése. En effet, les PN produisent des molécules pro-
angiogéniques stockées dans les granules du PN et libérées durant la résolution de
I’inflammation. Parmi ces molécules, le facteur de croissance endothélial vasculaire A
(VEGF-A) qui joue un réle essentiel dans la formation des vaisseaux sanguins (Gaudry et al.,
1997). De plus, la métalloprotéinase-9 (MMP-9) intervient en induisant la libération de VEGF
et d’autres facteurs de croissance, mais également via sa capacité a détruire la matrice
extracellulaire permettant ainsi de libérer de 1’espace a de nouveaux vaisseaux. Les PN sont
les seules cellules capables de libérer la MMP-9 de son inhibiteur endogéne, TIMP («Tissue
inhibitor of metallopeptidase»), et donc capables de délivrer la MMP-9 active vers les sites
angiogéniques (Ardi et al., 2007).

I11.5. Hétérogénéité des PN
Alors que les PN ont longtemps été considérés comme une population cellulaire
homogéne, plusieurs études récentes rapportent la présence de plusieurs sous-populations de

PN notamment au cours de certains processus infectieux, inflammatoires et cancéreux.

I11.5.1. Sous-populations des PN associées a ’homéostasie
[11.5.1.1 PN sénescents ou « agés »

Les PN sénescents se caractérisent par une forte expression de CXCR4 alors que ce
marqueur est faiblement exprimé a la surface des PN résidants dans la moelle osseuse

(Nagase et al., 2002). Ce processus peut étre reproduit in vitro par la culture des PN pendant
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20h a 37°C qui induit une augmentation de 1’expression de CXCR4 a la surface des PN. Les
PN sénescents ont une taille diminuée et contiennent des noyaux hyper-segmentés. La
clairance des PN sénescents par les macrophages résidents dans la moelle osseuse réduit la
production du CXCL12 et induit la migration des cellules progénitrices hématopoiétiques
(HSPCs) dans la circulation. De plus, le nombre des PN circulants sénescent et leur clairance
dans la moelle osseuse fluctuent; ce processus contrdle les oscillations circadiennes du

nombre des HSPCs dans le sang circulant (Casanova-Acebes et al., 2013).

Les PN sénescents représentent une sous-population hyperactive exprimant fortement
le CD11b et produisant de fortes quantités de FRO et de NETs (Zhang et al., 2015) et étre
impliquée dans des processus inflammatoires. L’augmentation de cette sous-population

sénescente pourrait donc altérer I’homéostasie des PN.

Trés récemment, plusieurs études ont rapporté que les métabolites produits par le
microbiote intestinal sont capables de pénétrer dans la circulation sanguine et de réguler le
systeme immunitaire (Atarashi et al., 2016). L’étude récente de Zhang et al a montré
I’implication du microbiote dans 1’induction de PN sénescents. Ce processus fait intervenir la

voie de signalisation des TLR2/4 et la molécule MyD88 (Zhang et al., 2015).

[11.5.1.2. PN immunosuppressifs

Au contraire, une sous-population de PN immunosuppressive CD16""9"/CD62L™,
caractérisée par une inhibition de la prolifération des cellules T et une diminution de la
production de FRO a été rapportée au cours des états inflammatoires aigus (Pillay et al., 2012)
et du vieillissement (Sauce et al., 2016). Cette sous-population présente une expression plus
élevée de CD18, CD11c et CD11b active, une faible expression de L-sélectine ainsi qu’une
une faible capacité d’adhérence a 1’endothélium et de migration au sein des sites

inflammatoires.

L’effet inhibiteur exercé par les PN immunosuppressifs sur les cellules T est contrdlé
via la voie de signalisation de la molécule CD11b/CD18 (Mac-1). Une surproduction de Mac-
1 des PN immunosuppressifs augmente donc 1’efficacité de 1’effet inhibiteur, (Pillay et al.,
2012). Comme les MDSCs (« Myeloid derived suppressor cells ») décrites chez les souris, les
PN immunosuppressifs migrent préférentiellement aux endroits ou sont localisées les cellules

T afin de réprimer leur réponse (Wallace and Beverley, 1993).
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En raison de I’expression faible de la L-sélectine a leur surface, le processus de
«rolling » est perturbé et I’adhérence initiale des PN a I’endothélium activé altéré, ce qui
participe a diminuer leur chimiotaxie. Par ailleurs, les PN immunosuppressifs présentent une

faible sensibilité aux chimioattractants, tels que le fMLF (Kamp et al., 2012).

Le pourcentage de cette sous-population augmente au cours du vieillissement.
L’expansion des PN immunosuppressifs est associée a la diminution de la capacité
phagocytaire et de la production des FROs chez les sujets agés ce qui intervient dans la

susceptibilité aux infections bactériales ou fungiques (Sauce et al., 2016).

[11.5.1.3. PN exprimant le marqueur CD177

La sous-population de PN CD177* co-exprime a la surface cellulaire la protéinase-3,
une protéase souvent localisée dans les granules primaires. Chez I’humain, 1’expression du
CD177 a la surface des PN module la migration trans-endothéliale par I’interaction avec
PECAM-1. L’expression du CD177 est nécessaire pour la présence de la protéinase-3 a la
surface des PN, ce qui favorise la migration en traversant les cellules endothéliales
(Kuckleburg et al., 2012). L’absence du CD177 n’influence pas la capacité de migration des
PN, mais cela entraine la mort cellulaire chez la souris (Xie et al., 2015). En cas des
pathologies inflammatoires, I’expression de cette sous-population est toujours augmentée,

mais son réle fonctionnel est toujours mal connu.

[11.5.1.4. PN exprimant le récepteur des cellules T (TCR, « T-cell Receptor »)

Une sous-population des PN exprimant de variables TCRs et d’autres composants du
complexe TCR a été identifiée. L’expression des TCRs se déroule au niveau transcriptionnel
et protéinique, sous la régulation du G-CSF. Cette sous-population TCR* pourrait étre la
premicre réponse dans DI’immunité antigéne spécifique, et améliorer les réponses
inflammatoires par I’interaction accrue entre les cellules T et les TCRs exprimés a la surface
des PN (Puellmann et al., 2006).

II1.5.1.5. PN exprimant I’olfactomédine-4
L’Olfactomedin-4 (OLFM4) est présente, co-localisee avec la NGAL (« Neutrophil
gelatinase-associated lipocalin ») dans les granules spécifiques de 20% a 25% de PN

circulants. La libération d’OLFM4 par les PN, faible au cours du processus de dégranulation
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ou la transmigration, est particulierement importante lors de la formation des NETs (Welin et
al., 2013).

[11.5.1.6. PN-DC hybrides

Il a été montré que les PN cultivés en présence GM-CSF peuvent former une cellule
hybride qui exprime les marqueurs des PN, ainsi que ceux des cellules dendritiques et
présente plusieurs propriétés typiques des cellules dendritiques, telles que la morphologie et
la production de I’IL-12 (Matsushima et al., 2013).

[11.5.2. Sous-populations des PN associées a des conditions pathologiques
111.5.2.1. Sous-populations de PN associés aux cancers

Au cours de certains cancers, une population de PN associée aux tumeurs a été
identifiée : les TANs (Tumor Associated Neutrophil). Selon la présence ou non de TGFp local,
ces PN peuvent acqueérir un phénotype anti-tumoral (N1) ou pro-tumoral (N2) par analogie

aux macrophages pro- et anti-inflammatoire (Fridlender et al., 2009).

Les PN N2, comme les macrophages M2, présentent une forte activité arginase
conduisant a la déplétion de la L-arginine, ce qui inhibe la prolifération et I’action anti-

tumorale des cellules T (Fletcher et al., 2015) et favorise ainsi la croissance tumorale.

[11.5.2.2. PN pro-angiogéniques

Récemment, il a été suggéré I’existence d’une sous-population de PN avec des
propriétés pro-angiogéniques, recrutés dans les tissus greffés par le VEGF-A. Ces PN
CXCR4"9" ont la capacité de libérer la MMP-9 pour revasculariser le greffon (Christoffersson
etal., 2012).

111.5.2.3. « Low Density Granulocytes » (LDG)

Ayant été rapporté pour la premiere fois chez des patients atteints des maladies auto-
immunes, les PN de cette sous-population sont pro-inflammatoires et se caractérisent par une
surproduction d’interférons, une faible capacité de la phagocytose (Denny et al., 2010) et une
augmentation de leur capacité a former des NETSs sans présence des stimuli (Villanueva et al.,
2011).
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[11.5.3. Migration réverse des PN

Comme nous 1’avons vu, la migration des PN de la circulation sanguine vers le site
d’inflammation est une étape essentielle pour les fonctions biologiques des PN. Il a été
récemment montré que les PN ont en fait un mouvement bi-directionnel leur permettant a
partir des tissus de revenir dans la circulation sanguine. Ce processus a été appelé migration
réverse. Ce processus pourrait permettre d’éliminer des PN en quantité excessive dans les

tissus et ce parallélement au mécanisme d’apoptose (Silva, 2011).
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Figure 24 : Représentation schématique de différents types de la migration réverse des PN
(Nourshargh et al., 2016).

Il existe 4 types différents de migration réverse des PN : a) la reptation luminale
réverse (rLC « reverse Luminal Crawling ») : les PN migrent contre les sens du flux sanguin ;
b) la migration trans-endothéliale réverse (rTEM « reverse transendothelial migration ») : les
PN se déplacent du milieu tissulaire vers la circulation sanguine systémigue en traversant les
cellules endothéliales; c¢) la reptation abluminale réverse (rAC «reverse Abluminal
Crawling) : la mobilisation des PN au niveau de la couche des péricytes s’opére du tissue
interstitiel aux cellules endothéliales; d) la migration interstitielle réverse (rIM « reverse
Interstitial Migration ») : les PN s’¢loignent du foyer d’infection dans les tissus interstitiels
(Fig 24).

Les PN rTEM constituent une population distincte phénotypiquement, avec de faibles
taux des marqueurs CD181 (CXCR1), CD182 (CXCR2), CD62L, et des taux élevés des

75



Introduction Polynucléaire Neutrophile

marqueurs CD11b, CD54 (ICAM-1) a leur surface. De plus, les rTEM neutrophiles ont une
survie prolongée (Buckley et al., 2006).

Les mécanismes de la migration réverse des PN sont encore mal élucidés a ce jour.
Dans un modéle murin d’ischémie, il a été montré que le Leucotriene B4 (LTB4) produit par
les PN activés induit le clivage de la molécule JAM-C impliquée dans leur migration réverse
(du milieu tissulaire vers la circulation sanguine systémique). Ce clivage est sous la
dépendance de 1’¢lastase produite localement par les PN circulants activés (Colom et al.,
2015). Dans certaines conditions pathologiques, une faible expression de JAM-C aux cellules
endothéliales entraine une diminution de I’interaction entre JAM-C et JAM-B qui influence
I’intégrité et la fonction des jonctions serrées des cellules endothéliales (Lamagna et al.,
2005). De plus, JAM-C joue un role important dans 1’assemblage du complexe de polarité
cellulaire PAR3/PARG6 (Ebnet et al., 2003). Ainsi, L’expression de JAM-C au niveau des
cellules endothéliales est indispensable pour le maintien d’une porte a sens unique au niveau
des cellules endothéliales permettant aux PN de migrer de la circulation sanguine au site
d’inflammation. Une altération de 1’expression de la JAM-C est par conséquent favorable a la

migration réverse des PN.

Les Rdles physiopathologiques de la migration reverse sont variés et dépendent du
type de migration :

- Les PN en reptation luminale réverse sont des cellules a forte mobilité qui recherchent
les sites préférés au niveau des cellules endothéliales afin de s’infiltrer au niveau du
foyer inflammatoire (Phillipson et al., 2006).

- Les PN en migration interstitielle réverse pourraient contribuer a la résolution des
réponses inflammatoires en inhibant la production I’'IL-8 (Tharp et al., 2006).

- Les PN en migration réverse quittent le site de I’inflammation et se répartissent dans
I’ensemble de la circulation sanguine. Ils peuvent alors migrer dans d’autres organes

contribuant a des lésions organiques additionnelles et une inflammation systémique.
Ainsi, une migration réverse excessive ayant pour objectif la résolution de

I’inflammation cérébrale locale pourrait conduire a une inflammation systémique excessive

(Fig 25).
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Figure 25: Représentation schématique d’altérations phénotypiques des PN au cours de
I’inflammation (Hirano et al., 2016). Les PN matures quittent la moelle osseuse en réponse a
un état infectieux ou inflammatoire. Les PN expriment alors des taux élevés de CXCR-1,-2 et
CD62L, et de faibles taux du CXCR-4 et du CD54. Durant la résolution de 1’inflammation au
niveau tissulaire, certains PN exprimant fortement le CD54, et faiblement CXCR-1,-2 et

CD62L, retournent dans la circulation périphérique.

I11.6. Interaction des PN avec les autres acteurs de la réponse immunitaire
Etant une des premiéres cellules a parvenir au niveau du foyer infectieux, le PN
interagit et communique indirectement avec les autres cellules du systéme immunitaire via la

sécrétion des cytokines et des chimiokines, mais également de maniére directe.

[11.6.1. Interaction avec les monocytes/macrophages

Les PN sont capables de recruter au niveau du foyer infectieux les monocytes
circulants via I’expression de chimioattractants, tels que CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a),
CCL20 (MIP-3a) et CCL19 (MIP-3B) mais également via la libération de certaines protéines
granulaires (Soehnlein et al., 2008). De plus, les PN activent les monocytes/macrophages par

des protéines des granules afin d’augmenter la production de cytokines (Soehnlein et al.,
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2009). En retour, les monocytes, recrutés par les PN et différenciés en macrophages,
répriment le chimiotactisme des PN et assurent 1’élimination appropriée des PN apoptotiques

via le mécanisme d’efferocytose.

[11.6.2. Interaction avec des lymphocytes
Les PN modulent les fonctions des lymphocytes indirectement via les cellules

dendritiques (DCs) ou via un effet direct.

Les PN activés au site d’inflammation exercent un effet chimioattractant sur les
lymphocytes T CD4 Thl et Th17 par la sécrétion de CCL2, CXCL9, CXCL10 ou de CCL2,
CCL20 respectivement. De plus, les PN sécrétent 1’'TL-12, cytokine cruciale pour la
différenciation des cellules Thl (Scapini et al., 2000). En retour, I’IFN-y sécrété par les
lymphocytes T, prolonge la durée de vie des PN, et augmente leur capacité de phagocytose
(Ellis and Beaman, 2004). I’'IL-17, produite par les th17, est une cytokine clé dans le contréle
de la dynamique des PN, notamment via I’augmentation de la production de CXCL8 (IL-8),
G-CSF et TNF-a par les cellules endothéliales et les cellules stromales (Ouyang et al., 2008,
Himmel et al., 2011). A I’inverse, les lymphocytes T CD4 régulateurs (Tregs) sont capables
d’exercer un effet inhibiteur sur les PN. Les résultats récents suggeérent que les Tregs stimulés
augmentant 1’expression par les PN de la cytokine anti-inflammatoire, IL-10 et inhibent
I’expression de I’'IL-6. De plus, P’interaction entre la molécule CTLA-4 (« Cytotoxic T-
Lymphocyte antigen-4 », CD152) a la surface des Tregs et la molécule B7 a la surface des PN
induit I’expression au sein des PN d’IDO (« Indoleamine 2,3-dioxygenase »), dont les
métabolites activent la HO-1 («Heme Oxygenase-1») qui peut diminuer Dactivité
fonctionnelle des PN (Freitas et al., 2006). En outre, la présence des Tregs induit 1’expression
de SOCS-3 (« Suppressir of cytokine signaling 3 molecule ») au sein des PN diminuant la

réponse des PN aux médiateurs pro-inflammatoires (Yoshimura et al., 2005).

Les PN modulent également les réponses des lymphocytes T CD8". 1l a été rapporté in
vivo la capacité des PN & intervenir en tant que cellules présentatrices d’antigénes (CPA) en
cross-présentant les antigenes exogénes via leur molécule du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe | (Beauvillain et al., 2007). In vitro, les PN activés
expriment la molécule CMH de classe Il leur permettant de présenter les antigenes aux
cellules T CD4" in vitro (Fanger et al., 1997).

78



Introduction Polynucléaire Neutrophile

[11.6.3. Interaction avec les cellules dendritiques (DCs)

Les monocytes, recrutés notamment par les PN au niveau du site inflammatoire,
pourront se différencier en DCs initiant une réponse Thl protectrice (Charmoy et al., 2010).
Par ailleurs, Les PN activés peuvent induire la maturation et activer les DCs in vitro via 1)
I’expression des molécules CD11b/CD18 et CEACAM-1 se fixant au DC-SIGN (« Dendritic
Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Nonintegrin ») des DCs, conduisant
a la sécrétion locale de TNF- « par DCs matures (van Gisbergen et al., 2005), 2) la libération

de médiateurs tels que 1’a-défensine et les cathélicidines (Yang et al., 2009).

En retour, I’interaction des DC avec les PN via le DC-SIGN, induit une activation des
PN et une prolongation de leur survie (Singer et al., 2005). Les DCs immatures sont

également capable de phagocyter les PN apoptotiques ou nécrotiques (Clayton et al., 2003).

[11.6.4. Interaction avec les Cellules NK (Nature Killer)

les PN sont capables de d’induire la survie, la maturation et la prolifération des
cellules NK, de méme que la production d’IFN-y par ces cellules, par contact direct ou via la
production de FRO. Les PN peuvent également moduler 1’activation des cellules NK via une
coopération avec d’autres cellules. Ainsi, I’'TL-12 produite par les DCs activées par les PN
induit la production d’IFN-y par les cellules NK, cytokine qui en retour activent les PN.
(Costantini and Cassatella, 2011).

111.7. Implication des PN au cours de la MA

Les réactions inflammatoires dans lesquelles les PN sont engagés sont le plus souvent
bénéfiques a 1’organisme, en participant a I’élimination de 1’agent pathogene. Toutefois, en
cas de stimulation excessive, le PN peut conduire & des Iésions tissulaires majeures liées a la
libération de composés toxiques et ont été impliqués dans la physiopathologie de certaines
maladies inflammatoires aigués ou chroniques (Németh and Madcsai, 2012). Ceci conduit a

penser que les PN pourraient intervenir dans les processus inflammatoires associés a la MA.

I11.7.1. Arguments en faveur du réle des PN
1) Des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, IL-8, TNFa, TGFp, IFNa)
(Morimoto et al., 2011) connus pour activer les PN ont été rapportés au cours de la MA au

niveau circulant et local.
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2) Il a été recemment décrit que les PN sont susceptibles d’induire la fragmentation des
fibrilles amyloides en oligomeéres toxiques via la structure extracellulaire ou les NETs
(Azevedo et al., 2012).

3) Implication des PN au cours de pathologies neurovasculaitres et neuro-dégénératives :

- La métalloprotéinase-9 (MMP-9), qui est présente en abondance dans les PN, a été
impliquée, dans la perte d’intégrité de la barriére hémato-encéphalique, dans un
modele murin d’ischémie cérébrale (Li et al., 2013). Or, des altérations de la BHE ont
été rapportées chez les patients atteints de la MA.

- De plus, il a récemment été rapporté que 1’¢lastase dérivée des PN est impliquée dans

les lésions cérébrales au cours de la sclérose en plaques (Rumble et al., 2015).

[11.7.2. Etudes antérieurs
[11.7.2.1. Etudes des PN au niveau cérébral

Il a été récemment décrit, dans des modeles murin de MA (5xFAD, 3xTg-AD), la
présence d’une infiltration de PN au sein du parenchyme cérébral (Baik et al., 2014). De plus,
I’équipe de Zenaro et al. a montré que ’infiltration des PN dans le parenchyme cérébral
implique ’engagement de 1’intégrine LFA-1 et de son ligand. Le blocage de LFA-1 entraine
I’inhibition du recrutement des PN dans le cerveau et améliore les conditions cognitives chez
les souris. Cette étude suggere donc que les PN pourraient contribuer a la pathogenése de la
MA et au déclin cognitif (Zenaro et al., 2015).

[11.7.2.2. Etudes des PN circulants

Les résultats rapportés sur 1’état d’activation et les réponses fonctionnelles des PN
circulants au cours de la MA sont controversés. Certains auteurs rapportent une
hyperactivation des PN (Scali et al., 2002) alors que d’autres montrent un déficit fonctionnel
(Davydova et al., 2003).

Dans une étude récente, une analyse phénotypique et fonctionnelle des PN circulant a
été effectuée dans une cohorte comprenant 13 témoins agés, 13 patients de la MA au stade
MCI, et 15 patients de la MA au stade démence. Ce travail a montré une augmentation de
I’expression de CD177, ainsi que des diminutions du taux des récepteurs CD14 et CD16 chez
les patients au stade démence. Les PN des patients ont une faible capacité phagocytaire, alors

qu’une diminution de la production des FRO. La production de cytokines et de chimiokines
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en reponse au LPS est tres faible chez les patients au stade MCI et absente chez les patients au
stade démence. L’ensemble de ces résultats indique qu’il existait une altération phénotypique

et fonctionnelle des PN au cours de la MA (Le Page et al., 2017).

Ces résultats controversés pourraient étre liés a ’inclusion de patients a différents
stades de la maladie mais également au fait que ces études ont été réalisées a partir de PN
isolés de leur environnement par différentes procédures susceptibles de les activer (Pallister et
al. 2006).
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L’implication du systeme immunitaire local au cours de la MA, attestée par la
présence de processus inflammatoires cérébraux, I’activation des astrocytes et des cellules
microgliales, le recrutement au niveau cérébral de cellules immunitaires périphériques, la
présence au niveau cérébral de composants du systeme du complément, a été détaillée dans
les chapitres précédents. Parallelement aux processus neuro-inflammatoires, plusieurs études
cliniques ont suggéré I’implication de I’inflammation systémique au cours de la MA dans le

déclin cognitif chez les patients atteints de la MA.

Les PN représentent les leucocytes les plus abondants dans le sang circulant et
constituent un des composants clés de la réponse immunitaire innée. Au niveau du site
infectieux, aprés phagocytose de l'agent pathogéne, les PN activés exercent leurs activités
effectrices. Celles-ci comprennent la libération de substances bactéricides et de dégradation,
la production de FRO dans le cadre de 1’explosion oxydative, ainsi que ainsi que la NETose
correspondant a la libération par le PN de prolongements extracellulaires ou « Neutrophil

Extracellular Traps ».

Les réactions inflammatoires dans lesquelles les PN sont engagés sont le plus souvent
bénéfiques a I’organisme, en participant a 1’élimination de 1’agent pathogene. Toutefois, en
cas de stimulation excessive, le PN peut conduire a des lésions tissulaires mais également
vasculaires majeures, liées a la libération de composes toxiques telles que les FROs et les
NETSs. De plus, la survie inappropriée des PN et leur persistance aux sites de I’inflammation
conduit a la libération de leur contenu cytotoxique dans le milieu extracellulaire. Ainsi, toute
activation excessive et/ou inappropriée des PN peut contribuer a I’amplification des processus
inflammatoires systémiques. De plus, a I’issue de la derniére décennie, plusieurs études ont
mis en évidence une hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des PN. Ainsi, la sous-
population sénescente, caractérisée par un niveau élevé de 1I’expression du CXCR4, représente
une sous-population excessivement activée produisant de fortes quantités de FRO.
Inversement, la sous-population immunosuppressive CD16""9"/CD62LY™ montre un déficit

des capacités pro-inflammatoires.

Il a été rapporté, dans des modeéles murins transgénique de MA que la déplétion des

PN réduit la neuropathologie et restaure les fonctions cognitives. Par ailleurs, les PN sont
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extrémement sensibles aux stimuli extérieurs tels que les cytokines pro-inflammatoires (IL-18,
IL-6, IL-8, TNFa, TGFB, IFNa) dont les taux ont été rapportés comme élevés au cours de la
MA. Toutefois, peu de données concernant 1’état d’activation et les fonctions des PN
circulants ont été rapportées et les résultats sont controversés. De méme, I’implication
potentielle de ces cellules dans la progression de la maladie reste a ce jour mal connue. De
plus, la modulation de la NETose ainsi que la distribution de sous-populations des PN n’ont
jamais été investiguées chez les patients MA.

Le premier objectif de mon travail a été de determiner les caractéristiques
phénotypiques et fonctionnelles des PN circulants chez les patients aux différents stades de la
MA en comparaison avec des sujets contrdles. Cette étude a été réalisée dans des conditions
de sang total afin de minimiser I’activation des PN liée aux différents procédures d’isolement.
Les résultats ont été corrélés avec 1) la progression de la maladie, 2) les réponses neuro-
inflammatoires, 3) la charge de I’AP et de la protéine Tau au niveau cérébral, 4) les bio-

marqueurs dans la liquide céphalo-rachidien (LCR).

Le second objectif de mon travail a été d’améliorer notre compréhension sur les
mécanismes a 1’origine de I’implication des PN dans la MA en précisant le role du peptide AB
et de la protéine Tau anormalement phosphorylée dans les altérations des PN circulants. Dans
ce but, nous avons évalué dans un premier temps in vivo les altérations phénotypiques et
fonctionnelles des PN chez des patients atteints de Tauopathies non MA caractérisées par
I’absence de plaques séniles et de maladie d’Alzheimer atypique, et ce en comparaison avec
des sujets contrdles. Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié in vitro 1’effet du peptide

AP sur I’activation et ’homéostasie des PN.

Au cours de ces différentes études, les différentes étapes fonctionnelles des PN, a
savoir, ’expression des molécules d’adhérence (CD62L et CD11b) a la surface des PN, la
production de FRO, la capacité de phagocytose, mais également la survie des PN, ont été
évaluées dans des conditions de sang total et par cytométrie en flux. Ces études ont été
réalisées sur des PN a I’état de repos, afin d’évaluer leur niveau d’activation basale ainsi que
sur des PN stimulés, afin d’évaluer leur capacité de réeponse fonctionnelle a différents stimuli.
Parallelement nous avons évalué la fréquence des sous-populations de PN, pro-

inflammatoires et immunosuppressives, et quantifié la NETose intravasculaire.
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Contexte

Alors que différentes données suggérent le réle potentiel des PN au cours de la MA,
I’état d’activation des PN au cours des différents stades de la maladie de méme que
I’implication potentielle de ces cellules dans la progression de la maladie reste a ce jour mal
connus. L’objectif de mon travail a donc été de caractériser le phénotype et les fonctions des
PN circulants chez les patients atteints de la MA, et ce a différents stades de la maladie. Une
association entre les caractéristiques des PN et les marqueurs cliniques de la progression de la

maladie a également été analysée.

Meéthodologie
Type d’étude, critéres d’inclusion, modalité de recrutement et recueil des données

Il s’agit d’une étude ancillaire de 1’étude IMABi03 étude prospective, longitudinale
sur 2 ans, non-interventionnelle, sans bénéfices directs pour les patients. Le recrutement des
patients est effectué au sein de 1I’Unité de Neurologie de la Mémoire et du Langage de
I’hopital Sainte-Anne (Pr. Marie SARAZIN). Tout patient 4gé d’au moins 30 ans présentant
un bilan clinique de MA, quelgue soit le grade de gravité, peut étre inclus. Les criteres de
non-inclusion comportent les pathologies inflammatoires aigués ou chroniques, ainsi que les
traitements par des médicaments anti-inflammatoires stéroidiens ou non stéroidiens. Dans

cette étude, 42 patients ainsi que 22 sujets témoins (CDR=0) ont été inclus

Les patients MA ont été classifies en 2 groupes en fonction du score clinique :
“Clinical Dementia Rating” (CDR) évalué le jour du prélévement sanguin pour étude des PN:
1) patients atteints de MA sporadiques au stade de « mild cognitive impairment » (MCI)
(AD-MCI, CDR=0.5) (n=16)
2) patients au stade de démence (AD-D, CDR>0.5) (n=26).
3) témoins appariés en age (HC) se caractérise par un score CDR=0.

Les dépots B-amyloide et Tau ainsi que la réponse neuro-inflammatoire ont éteé étudies
par des analyses TEP séquentielles en C-PiB, 8F-T807 et ®F-DPA-714, respectivement (Pr
Michel BOTTLANDER, CEA).

Etude phénotypique des PN
L’expression de différents marqueurs a la surface des PN a été déterminée a 1’aide de

la cytométrie en flux.
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L’expression des marqueurs CD11b, CD11c, CD16b, CD62L a la surface des PN a

permis d’évaluer I’état d’activation des PN.

L’expression des marqueurs CXCR4, CD62L et CD16b, CD62L a la surface des PN a
permis d’identifier les différentes sous-populations des PN (sous-population
sénescente  CXCR4"9/CD62'™Y et  sous-population  immunosuppressive
CD16b""9"yCDE2L9M),

L’expression des marqueurs CD83 et CTLA4 a la surface des PN a permis de

confirmer les résultats obtenus par le séquengage de I’ARN.

Etude fonctionnelle des PN

L’explosion oxydative des PN a été mesurée, dans le sang total, par cytométrie en flux
par la technique d’oxydation de la dihydroéthidine (DHE), précédemment adaptée a
I’étude dans le sang total (Frangois et al., 2005). La DHE est un composé non
fluorescent qui diffuse rapidement a I’intérieur des cellules. En présence d’anion
superoxyde O", métabolite primaire produit lorsque le PN est stimulé, la DHE est
oxydeée en éthidium, composé hautement fluorescent. L’éthidium est ensuite séquestré
dans le noyau par intercalation dans I’ADN, conduisant a une augmentation de la
fluorescence, reliée linéairement a 1’intensité de 1’explosion oxydative. L’explosion
oxydative a été mesurée a 1’état basal afin d’évaluer 1’état d’activation des PN mais
également apres stimulation des échantillons de sang total en présence de différents
agonistes des TLRs ou du TNF-a afin d’évaluer la capacité de réponse fonctionnelle
des PN.

La capacité des PN a migrer en présence des chimioattractants (IL-8 et fMLP) a été

déterminée par cytométrie en flux a 1’aide de Transwell.

La capacite des PN a phagocyter des bactéries opsonisées a été déterminée par

cytométrie en flux en utilisant des bactéries E.Coli conjuguées a la fluorescéine.

Le pourcentage de PN apoptotiques a été évalué par cytometrie en flux aprés 20h
d’incubation a 37°C par marquage en présence d’Annexine V, protéine ayant la

propriété biologique de se lier, de fagcon calcium dépendante, a la phosphatidyl-sérine
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externalis€ée au niveau de I’hémicouche lipidique externe a la surface des cellules
apoptotiques. Afin de discriminer 1’apoptose de la nécrose, les cellules ont également
été marquées avec un colorant vital, la 7-amino actinomycine D (7-AAD), qui

s’intercale dans I’ADN des cellules nécrotiques.

NETose intravasculaire
Elle a été mesurée par une technique ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

mise au point au laboratoire a 1’aide d’anticorps anti-myéloperoxidase et anti-ADN.

Dosages des médiateurs et des cytokines pro-inflammatoires
Les taux sériques de différentes médiateurs ou cytokines ont été mesurés par la

technique Luminex (Luminex Performance Assays; R&D Systems, Minneapolis, MN).

Séquencage d’ARN

L’extraction de I’ARN a été effectuée par traitement au Trizol-Chloroforme de PN
isolés a partir du sang total par sédimentation. L’analyse de la séquence d’ARN a été réalisée
a I’aide de Tapestation (Agilent Tech, les Ulis, France) et de NextSeq 5000 (Illumina). La

base des données sur le séquencage a ensuite été établie, et évaluée par le logiciel R.

Résultats
Hyperactivation des PN circulants chez les des patients MA au stade démence (AD-D)

Nous avons mis en évidence un état d’hyperactivation basal des PN circulants chez les
patients AD-D par rapport aux sujets témoins caractérisé par :

- une diminution de I’expression de la L-sélectine (CD62L) et du CD16b (FcyR,
récepteur pour la fraction Fc des Immunoglobulines) et une augmentation de
I’expression du CD11b et du CD11c a la surface des PN.

- une augmentation de la production spontanée de FRO (échantillons non stimulés) par
les PN.

Par ailleurs, nous observons également chez les patients AD-D par rapport aux sujets
témoins:

- une augmentation de la production de FRO aprés « priming » des échantillons par les

agonistes des TLR ou le TNFa puis stimulation par le fMLP, formyl peptide

bactérien, témoignant d’une hyperréactivité¢ des PN en réponse a un stimulus.
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- une augmentation du taux intravasculaire de NETSs.

Altération de I’homéostasie des PN circulants chez les patients MA au stade démence (AD-D)

Nous avons observé une expansion de la sous-population des PN sénescents dans les
deux groupes des patients avec un pourcentage plus élevé chez les patients AD-D par rapport
aux patients au stade modéré AD-MCI. Parallélement, nous avons constaté une augmentation
de la sous-population immunosuppressive chez les patients AD-MCI. A I’opposé, cette sous-
population est significativement diminuée chez les patients AD-D par rapport aux témoins et
aux patients AD-MCI. Par conséquent, le ratio entre ces deux sous-populations est plus élevé
chez les patients AD-D. L’expansion de la sous-population sénescente, associée a la
diminution de la sous-population immunosuppressive chez les patients AD-D pourrait
expliquer, au moins en partie, la surproduction de FRO, ainsi que I’augmentation de la

formation des NETSs.

Diminution de la survie, de la migration et de la capacité de phagocytose des PN chez les
patients de la MA

Nous avons observé une augmentation du pourcentage des PN en apoptose spontanée
dans les deux groupes de patients. Concernant le pourcentage des PN en nécrose, une
augmentation significative est également observée chez les patients AD-D par rapport aux
témoins. Cette diminution de la survie des PN chez les patients AD est associée a une
diminution de leur capacité fonctionnelle. Ainsi, nous avons observe chez les patients une
diminution de, la migration des PN en réponse a des chimioattractants tels que IL-8 ou le
fMLP ainsi qu’une diminution de leur activité de phagocytose des PN.

Profil d’expression génique des PN circulants chez les patients de la MA

Nous avons observé au niveau des PN des patients MA une augmentation de
I’expression des génes impliques dans les réponses inflammatoires, les réponses immunitaires
a médiation cellulaire, ainsi que I’organisation cytoplasmique et du cytosquelette. Cette

augmentation est plus importante dans les PN chez les patients AD-D.
L’expression de 18 génes des PN est notamment significativement accrue chez les

patients AD-D par rapport aux témoins alors qu’aucune différence n’a été observée au stade
prodromal. Parmi ces 18 genes, 7 génes (TAP-1, CD83, CTLA-4, TMIGD2, S100B, EDAR, et
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MDS2) participent a 1’inflammation et a la défense de 1’hote. Ces résultats qui n’ont pas été

inclus dans I’article sont présentés ci-dessous.

Abbreviations Log FC p
AD-D/HC
Transporter associated with Antigen Processing | TAPI 3.58 0.0024
Salt-inducible kinase 1 SIK1 2.17 0.0065
Adenylate kinase 5 AKS 2.86 0.0094
Beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyltransferase 3 B4GALNT3 2.88 0.010
Deltex E3 Ubiquitin Ligase 1 DTX1 1.54 0.012
Proteasome subunit beta 8 PSMBS8 1.56 0.014
Gap junction protein beta 6 GJIB6 2.08 0.023
Ectodysplasin A receptor EDAR 2.15 0.027
Ankyrin repeat domain 9 ANKRD9 1.92 0.027
CD152 CTLA4 2.12 0.032
General Receptor For Phosphoinositides 1 Associated GRASP 1.81 0.035
Scaffold Protein CD83 CD83 1.73 0.036
ALS2 C-terminal like ALS2CL 1.80 0.041
Transmembrane and immunoglobulin domain containing 2 TMIGD2 1.74 0.041
Hexokinase Domain Containing 1 HKDCI1 2.80 0.042
Myelodysplastic Syndrome 2 Translocation Associated MDS2 2.77 0.043
S100 calcium binding protein B S100B 3.09 0.046
Cysteine rich protein 2 CRIP2 1.92 0.047

Tableau 1 : Expression différente de géenes des PN chez les patients AD-D en comparaison de

ceux chez sujets témoins. Les resultats sont exprimés en LFC («Log Fold Change »).

Par contre, malgré 1’état d’activation des PN circulants observes chez les patients,
nous n’avons pas retrouvé d’augmentation de l’expression des genes de cytokines pro-
inflammatoires, telles que I'TL-1, le TNFL, et I'IL-6. Ces données sont associées a une
capacité normale des PN a produire des cytokines et des chimiokines que nous avons observé,
en accord avec les données récentes (Le Page et al., 2017). Ces résultats qui n’ont pas été

inclus dans I’article sont présentés ci-dessous.
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Figure 26 : Absence d’anomalie de la production de cytokines par les PN des patients
MA.

5x10° PN/ml ont été cultivés en présence de PBS, des agonistes des TLR suivants: PamsCSK4 (TLR1/2
agonist), ou LPS (TLR4 agonist) pendant 24h a 37°C. Les taux de TNF!, IL-6, IL-8, IL-1[1, et IL-17
ont été mesurés dans le surnageant des PN stimulés par technique Luminex. Les mesures ont été faites
dans les échantillons de sujets (n=4), patients MA-MCI (n=4), et patients MA-D (n=4). Les valeurs
sont exprimées en moyenne * sem. “Significativement different par rapport aux controles p<0.05,

Association des altérations des PN avec la progression de la MA

Nous avons recherché si les anomalies des PN étaient associées a la rapidité
d’évolution de la maladie, en étudiant 27 patients suivis pendant 1 an.

Les patients ont été divisés en 2 groupes: “slow decliners” (SD) et patients “fast
decliners” (FD) en fonction de la progression du score CDR entre la visite initiale (date de
I’étude des PN) et la visite 1 an aprés. Les patients SD restent stables sans modification de
leur score CDR (n = 6 AD-MCI et n = 10 AD-D a la visite initiale), et 11 patients déclinent

(FD), avec une augmentation d’au moins 0.5 de leur score CDR (n =4 AD-MCl and n =7

92



Résultats Partie | : Article

AD-D a la visite initiale). Les pourcentages des patients AD-MCI et AD-D ne différent pas

significativement entre les groupes SD and FD.

L’activation basale des PN activation est plus importante dans le groupe FD que chez
les patients SD (expression plus faible de CD62L et CD16, production basale de FRO plus
importante), et la production de FRO par les PN aprés priming est plus importante chez les
patients FD que SD, de méme que le taux intravasculaire de NETSs. Dans le groupe FD, nous

observons un taux plus élevé d’apoptose spontanée.

Ces modifications phénotypiques et fonctionnelles des PN des patients FD sont
associées a une augmentation du pourcentage de PN sénescents hyper-réactifs et un plus
faible pourcentage de la sous-population immunosuppressive conduisant a une augmentation

du ratio entre ces sous-populations.

Ces résultats ont été complétés par la mise en évidence d’une corrélation entre les
marqueurs des PN et les variations des scores cliniques, cognitif (MMSE) et fonctionnel
(Clinical Dementia Rating Sum of Boxes, CDR-SOB). Ces données qui ne sont pas montrées

dans I’article sont regroupées ci-dessous :
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Figure 27 : Corrélation entre les parameétres des PN et les scores MMSE et CDR-SOB.

Ces résultats suggerent donc fortement que [’altération de 1’homéostasie des PNs

circulants associée a 1’hyperactivation des PN soit associée a la rapidité d’évolution de la

maladie et constitue donc un marqueur predictif du déclin cognitif.
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Corrélations entre la production de FRO par les PN circulants et la charge amyloide cérébrale
chez les patients MA

Gréce aux cliniciens de I’Hopital Saint-Anne, nous avons aussi étudié les parametres
d’imagerie chez les sujets inclus dans le projet. Nous avons ainsi pu rechercher des
corrélations entre les altérations des PN et certaines caractéristiques pathologiques des
patients AD telles que la charge d’amyloide au niveau cérébral et I’activation microgliale par
des analyses TEP séquentielles en *1C-PiB, 8F-T807 et ®F-DPA-714, respectivement. Nous
avons observé une correlation positive entre la charge d’amyloide au niveau cérébral et la
production des FRO par PN stimulés, ainsi que le pourcentage de la sous-population

sénescente.

Etablissement d’un environnement pro-inflammatoire chez les patients MA

Des taux élevés de cytokines (IL-1pB, IL-6, IL-8, TNFa, TGFp) ou autres médiateurs
pro-inflammatoires connus pour activer les PN ont été rapportés au niveau circulant et local
chez les patients atteints de la MA. En accord avec ces données, nous avons observé une
augmentation des taux sériques de différentes cytokines pro-inflammatoires chez les patients
AD par rapport aux témoins. De plus, les taux de IL-8 et de IL-17 sont plus élevés chez les
patients AD-D par rapport aux patients AD-MCI. Le taux sérique de I’IL-22, une cytokine bi-
fonctionnelle, est plus élevé chez les patients AD-D en comparaison avec les témoins. En
paralléle, le taux de 1’IL-10, cytokine anti-inflammatoire, est réduit chez les patients AD-D.
Aucune différence significative n’a été constatée pour d’autres cytokines (IL-23, G-CSF,

MCP-1, TGF-B).

Ces résultats suggérent que les altérations phénotypiques et fonctionnelles des PN
périphériques chez les patients MA pourraient étre liés au moins en partie a 1’effet des
cytokines pro-inflammatoires présentes a un taux élevé dans le sang circulant. En effet, des
études antérieures ont montré que les cytokines pro-inflammatoires sont capables d’activer les
PN. De plus, nous avons montré in vitro que certaines cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-

8, TNF[[J et IL-17) modifient les pourcentages des 2 sous-populations de PN.
Par ailleurs, le taux circulant de la métalloprotéase-9 (MMP-9) ainsi que de TIMP-1,

I’inhibiteur naturel de MMP-9, sont diminués chez patients par rapport aux témoins. Le ratio
MMP-9/TIMP-1 est plus important dans le sérum des patients AD-D, ce qui signifie une
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hausse de I’activité de la MMP-9 chez ces patients, qui pourrait contribuer aux altérations de

la BHE décrites au cours de la MA.

Conclusion

L’ensemble des résultats a permis de montrer chez les patients AD-D en comparaison
avec les témoins appariés en age une hyperactivation des PN circulants associée a une
augmentation de la production des FRO, ainsi qu’une élévation de la NETose intravasculaire.
Ces altérations qui ne sont pas observées chez les patients AD-MCI, pourraient étre liées au
déséquilibre des deux sous-populations des PN, pro-inflammatoire et immuno-suppressive.
Parallelement la diminution de la survie des PN associée a in déficit de certaines réponses
fonctionnelles des PN pourrait accroitre la susceptibilité des patients aux infections
bactériennes et fungiques amplifiant les processus inflammatoires. En modifiant 1’équilibre
inflammatoire systémique et en contribuant a dysfonction de la BHE, les anomalies des PN
pourraient contribuer a 1’évolution de la maladie. Par ailleurs, le phénotype des PN pourrait
constituer un bio-marqueur sanguin pronostic innovant de la rapidité d’évolution de la

maladie, permettant de plus d’évaluer I’efficacité des traitements.
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Objective: Recent studies have underlined the effect of systemic inflammation on the pathophysiology of Alzheimer's
disease (AD). Neutrophils are key components of early innate immunity and contribute to uncontrolled systemic
inflammation if not tightly regulated. The aim of our study was to fully characterize human circulating neutrophils at
different disease stages in AD.
Methods: We analyzed neutrophil phenotypes and functions in 42 patients with AD (16 with mild cognitive impair-
ment and 26 with dementia), and compared them to 22 age-matched healthy subjects. This study was performed
directly in whole blood to avoid issues with data interpretation related to cell isolation procedures.
Results: Blood samples from AD patients with dementia revealed neutrophil hyperactivation associated with
increased reactive oxygen species production and increased levels of intravascular neutrophil extravascular traps. The
homeostasis of circulating neutrophils in these patients also changed: The ratio between the harmful hyperreactive
CXCR4"9"/CD62L"°" senescent and the CD16°"9"/CD62LY™ immunosuppressive neutrophil subsets rose in the later
stage of the disease. These abnormalities were greater in fast-decliner than in slow-decliner patients.
Interpretation: Our results indicate that the inflammatory properties of circulating neutrophils shift as the percentage
of aged neutrophils expands in patients with AD—changes that may play an instrumental role in establishing sys-
temic chronic inflammation. Most important, our data strongly suggest that the neutrophil phenotype may be associ-
ated with the rate of cognitive decline and may thus constitute an innovative and prognostic blood biomarker in
patients with AD.

ANN NEUROL 2018;83:387-405

Izheimer’s disease (AD), the most common form of

dementia in the elderly, is characterized by a triad of
pathological features: extracellular amyloid deposits predomi-
nantly composed of amyloid-fi (Af}) peptides, intracellular
neurofibrillary tangles made of hyperphosphorylated and
abnormally phosphorylated Tau protein, and gliosis, consist-
ing of reactive microglia and astrocytes. In view of the

significant variability and overlap in the extent of amyloid-f
and Tau pathology in AD and nondemented populations, it
is clear that other factors influence the progression of cogni-
tive decline. Many clinical studies report that peripheral
infections and systemic inflammation may affect the rate of
disease progression in patients with AD." Emerging evi-
dence supports the concept of microglial priming, that is,
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that microglia multiply and get activated in response to path-
ological changes in the central nervous system, thus becom-
ing susceptible to subsequent systemic inflammation that can
cause exaggerated responses and contribute to disease pro-
gression in several pathological conditions, including neuro-
degenerative diseases.”

Neutrophils act as a first line of host defense and kill
pathogens by various strategies, including phagocytosis,
degranulation, rapid production of reactive oxygen species
(ROS) in oxidative burst, and release of neutrophil extracel-
lular traps (NETs), a process called NE Tosis.* Neutrophils
are also important mediators of inflammation-induced vas-
cular and tissue injury, and their improper activation may
lead to oxidative stress and exaggerated inflammatory reac-
tions.”” Recent studies of mouse transgenic models of AD
report that neutrophil depletion reduces Alzheimer-like neu-
ropathology and improves memory in mice with already
established pathology and cognitive impairment.® In
patients with AD, neutrophils adhere to and spread inside
brain venules and have been observed in the parenchyma,
along with NETs.® It is noteworthy that these cells are
exceptionally sensitive to external stimuli, including proin-
flammatory cytokines, such as tumor necrosis factor (TNF)-
o, which are reported to circulate at higher than normal lev-
els in AD.” Nonetheless, the few published studies on the
activation status and functions of circulating neutrophils in
patients with AD have yielded conflicting results. Some

1011 and normal

researchers reported normal oxidative burst
phagocytosis'® in patients with AD, whereas other studies
suggested increases in degranulation'” and ROS produc-
tion' or decreased phagocytosis.'® An important bias
shared by many of these studies is their use of various proce-
dures to analyze neutrophils isolated from their blood envi-
ronment, which may critically affect their phenotype and/or
functional properties.'>'®

The aim of our study was to fully characterize the
phenotypes and functionalities of human circulating neu-
trophils at different disease stages in AD. This study was
performed in whole-blood conditions to minimize any
potential bias related to isolation procedures and took
the proinflammatory cytokine environment into account.
We then assessed the correlations between these pheno-
typic and functional neutrophil indicators and clinical
markers of disease progression, as well as Af deposition
and extent of brain neuroinflammation.

Subjects and Methods
Study Design

All participants were enrolled in the prospective longitudinal
IMABio03 study (PHRC-0054-N 2010), which aims to assess
neuroinflammation in AD. The Ethics Committee of Sal-
petriere Hospital approved the study, and all subjects provided
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written informed consent before participating. This research is
registered at http://clinicaltrials.gov/ as number NCT01775696.
Exclusion criteria in the control and patient groups included
acute or chronic inflammatory conditions and treatment with
corticosteroid or nonsteroidal anti-inflammatory drugs.

42 patients with AD met the following inclusion criteria:
(1) progressive episodic memory impairment, characterized by
low free recall not normalized by semantic cueing17‘18; (2)
absence of extrapyramidal signs; and (3) a cerebrospinal fluid
(CSF) profile of AD, when available, defined as a score <0.8, cal-
culated with the formula amyloid-f42/[240 + (1.18 X T-tau)]."”
22 control subjects were recruited if they met the following crite-
ria: (1) Mini-Mental State Examination (MMSE) score >27/30
and normal neuropsychological assessment; (2) Clinical Demen-
tia Rating (CDR) score = 0; (3) no history of neurological or psy-
chiatric disorders; and (4) no memory complaint or cognitive
deficit. We did not include subjects with (1) severe cortical or
subcortical vascular lesions; (2) history of autoimmune and
inflammatory diseases or chronic migraines; or (3) history of psy-
chiatric disorders or drug abuse. CSF biomarker measurements
were available for 36 patients with AD. No major abnormality of
the absolute numbers of leukocyte subpopulations was detected
in our cohort.

Patients with AD were classified in two groups according
to disease severity, assessed by the CDR scale on the day blood
samples were taken: 16 patients had a score of 0.5, indicative
of prodromal AD with isolated episodic memory impairments
and only moderate impact on the activities of daily living, and
26 patients had a score >0.5, considered to demonstrate AD
dementia. An extensive review was conducted of each patient’s
chart (Table). The two groups of patients were similar for age,
prevalence of APOE €4 carriers, duration and type of treat-
ment, and levels of C-reactive protein. Patients with AD were
also dichotomized into slow decliners (SD) or fast decliners
(FD), based on the progression of CDR score between the visit
at baseline (assessment of neutrophil markers) and 1 year
later.”® There were 16 SD patients who remained stable with
no change in their CDR score (n=6 AD-MCI and n=10
AD-D at baseline) and 11 patients who declined (FD), with an
increase of at least 0.5 of the CDR score (n =4 AD-MCI and
n=7 AD-D at baseline). Percentages of AD-MCI patients and
AD-D patients did not differ significantly between the SD and
FD groups (> 0.99).

All participants underwent the same procedure including
a complete clinical and neuropsychological assessment, 3 Tesla
brain magnetic resonance imaging, and ''C-Pitssburgh com-
pound B (PiB) and 8E_DPA-714 = fluorine-18-labeled N,N-
diethyl-2-[4-(2-fluoroethoxy)phenyl]-5,7-dimethylpyrazolo[1,5-a]
pyrimidine-3-acetamide;  ("*F-DPA-714)  positron ~ emission
tomography (PET) imaging, as described previously.”® Controls
included in our study were defined by a negative PiB-PET.
Patients with unavailable CSF biomarkers had a positive
PiB-PET.

In order to check the part of recurrent infections occur-
ing in patients with AD, attributed to their way of living (ie,
poor ability to care for themselves), in the occurence of
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neutrophil abnormalities, we analyzed in parallel two other
groups of patients: (1) patients without dementia and suffering
from bronchiectasis who have elevated frequency of lung infec-
tions (pneumonia and bronchial infections; n = 11, aged 64-87
years; mean age, 70.7) and (2) patients with dementia of other
types, that is, patients with corticobasal degeneration, progres-
sive supranuclear palsy, or frontotemporal dementia (n=11,
aged 63-99 years; mean age, 74.2; MMSE, 13-28 mean
MMSE, 20.95). The differential diagnosis between non-AD
dementia and AD was based on a non-AD CSF biomarker pro-
file defined by an Innotest Amyloid Tau Index (IATI) >1.2
(index IATT: ratio Ap1-42/[240 + (1,18 X T-tau))).!

Patients and controls were included at a minimal distance
of 2 months from an acute infectious episode. Whole blood of
controls and patients was sampled, kept on ice, and transported
to the laboratory immediately.

Determination of Surface Molecule Expression
on Resting Neutrophils

Surface expression of CDG62L, CDI16b, CDI11b, CDllg,
CD83, and CDI152 on resting neutrophils was studied on
whole-blood samples maintained at 4°C and stained with spe-
cific mAbs.** To investigate the senescent C-X-C chemokine
receptor type 4 (CXCR4)""/CD62L"" neutrophil subset, sam-
ples kept on ice were incubated for 45 minutes with phycoery-
thrin (PE)/cyanine 7 (Cy7)/antihuman CXCR4 (clone 12GS5;
Sony Biotech, San Jose, CA), PE/antthuman CD11b (clone
ICRF44; BD Biosciences, San Jose, CA), and allophycocyanin
(APC)/antihuman CDG62L (BD Biosciences). The immunosup-
pressive CD16"™/CD62L ™ neutrophil subset was studied
after samples on ice were incubated for 45 minutes with fluo-
rescein isothiocyanate (FITC)/antthuman CD16 (clone 1D3;
Beckman Coulter, Brea, CA), PE/antihuman CDI1lc (clone
3.9; Sony Biotech), PE/Cy7/antihuman CD11b (clone Bear 1;
Beckman Coulter), and APC-anti-human CD62L (BD Biosci-

ences). Samples were analyzed by flow cytometry.”

Measurement of Whole-Blood Neutrophil
Phagocytosis, Oxidative Burst, and Cell Death
Percentage of neutrophils phagocytosing opsonized FITC-
conjugated Escherichia coli and mean fluorescence intensity
(MFI) were both measured in whole blood with the Phagotest
Kit (BD Biosciences). Superoxide anion (O ) production by
neutrophils was measured with a flow cytometry—based assay
derived from the hydroethidine oxidation technique. Neutrophil
cell death was quantified with Annexin V and the impermeant
nuclear dye, 7-amino-actinomycin D (7-AAD). Samples were
then analyzed by flow cytometry.”

Measurement of Neutrophil Chemotactic
Activity

Chemotaxis was assessed in transwell plates (Corning Costar,
Corning, NY) containing 3-um pore polyvinylpyrrolidone-free
polycarbonate filters.>* The lower well of each chamber was
filled with 600pl of N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine
(AMLP) (10~ "M) or of interleukin (IL)-8 (25ng/ml) diluted in
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phosphate-buffered saline (PBS) plus 1% bovine serum albumin
(BSA). Spontaneous migration was evaluated with PBS contain-
ing 1% BSA. The upper well was filled with 100 pl of whole
blood from patients or controls diluted 1:10 in PBS. The
chambers were incubated for 3 hours at 37°C, and the migra-
tion index was evaluated as previously described.**

Measurement of Intravascular NETosis

NETs are composed of a DNA backbone peppered with granule
proteins, including myeloperoxidase (MPO), cit-H3, and elastase.
To prepare the DNA standard, NETs from a healthy donor were
produced and isolated as previously described.® Briefly, freshly iso-
lated neutrophils were seeded in 12-well culture plates (1.5 X 10°
cells/well) and stimulated with 5SmM of calcium ionophore A23187
for 3 hours at 37°C with 5% CO,. Cells were carefully washed
twice with Iml of PBS and then treated for 20 minutes at 37°C
with 20U/ml of restriction enzyme Alul in Hank’s buffered salt solu-
tion to recover large soluble NET fragments. Supernatants were col-
lected and centrifuged at 300g for 5 minutes at 4°C to remove
contaminating cells and debris. NET preparations were then stored
at —80 °C undl use. DNA was quantified in NET samples with Pico-
Green (Molecular Probes, Waltham, MA).>> NET-associated MPO-
DNA complexes were then quantified as previously described.*® In
brief, 96-well microtiter plates were coated with 5 pg/ml of mouse
anti-human MPO antibody (ABD Serotec, Oxford, UK). After
blocking with 1% bovine serum albumin (BSA), serum samples
were added together with a peroxidase-labeled anti-DNA monoclo-
nal antibody (component 2 of the Cell Death ELISA kit; Roche,
Indianapolis, IN) to the wells. After incubation, the peroxidase sub-
strate (ABTS) was added according to the manufacturer’s instruc-
tions. Optical absorbance was measured at 405nm in an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) reader (Bio-Rad 550; Bio-Rad
Laboratories, Tokyo, Japan). Samples were compared to the standard
curve (from 0.1 to 100ng/ul) and the results expressed in ng/ul.

Flow Cytometry Analysis

Cells were analyzed with a Gallios flow cytometer and the data
with Kaluza software (Beckman Coulter). To determine neutro-
phil expression of surface molecules and ROS production, we
used forward (FSC)- and side-scatter (SSC) characteristics to
identify the neutrophil population and to gate out other cells
and debris; 10,000 events were analyzed per sample. To mea-
sure neutrophil phagocytosis, a “live” leukocyte gate was set
during data acquisition to exclude bacteria, and 10,000 to
15,000 leukocytes were collected per sample, with the granulo-
cyte cluster gated in the software program in the scatter dia-
gram (lin FSC vs lin SSC). To measure cell death in whole
blood by flow cytometry, neutrophils were identified as
CD15"¢" cells and 2 X 10” events were analyzed per sample.

Measurement of Soluble Pro- and Anti-
Inflammatory Mediators

Soluble cytokines, chemokines, matrix metallopeptidase-9 (MMP-
9), and tissue inhibitor of metallo-proteinases-1 (TIMP-1) were
detected from serum with Luminex assays (Luminex Performance
Assays; R&D Systems, Minneapolis, MN). Whole-blood samples
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were centrifuged for 15 minutes at 1,000¢ within 30 minutes of
collection. Assays were performed on cryostored samples frozen at
—80°C and diluted according to manufacturers instructions
(R&D Systems).

Isolation of Neutrophils

Neutrophils were isolated in lipopolysaccharide (LPS)-free con-
ditions by Dextran sedimentation and Ficoll-Hypaque centrifu-
gation of freshly drawn blood; neutrophils were further purified
by negative selection with pan antihuman human leukocyte
antigen class II-coated magnetic beads (Miltenyi Biotec, San
Diego, CA) to deplete B lymphocytes, activated T lymphocytes,
and monocytes, as previously described.”” Less than 1% of cells
were positive by nonspecific esterase staining, and flow cytome-
try showed the absence of CD45"/CD14M¢" CD45%/CD3",
or CD457/CD19™" cells; this showed that the neutrophils were
highly purified, without contaminating monocytes.

Cytokine Production by Neutrophils

Isolated neutrophils (5 X 10/ml) were cultured for 24 hours at
37°C with 5% CO, in 24-well tissue-culture plates (Costar) in
RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) in the
presence of PBS tumor necrosis factor (TNF)-2, or the follow-
ing Toll-Like Receptor (TLR) agonists: Pam;CSK; (TLR1/2
agonist, 10 ug/ml), or LPS (TLR4 agonist, 100ng/ml). Superna-
tants were stored at —80°C for no longer than 15 days before
assay. Interleukin (IL)-8, IL-6, IL-1f, TNFo, and IL-17 were

detected simultaneosly in supernatants with Luminex assays.

Isolation of RNA

RNA was isolated using Trizol-chloroform, precipitated in iso-
propanol and cleaned using the RNeasy mini-kit (Qiagenkit,
Hilden, Germany), including a DNase digestion step, as previ-
ously described.”® RNA was quantified using a NanoDrop
(ND-1000; ThermoFisher Scientific, Waltham, MA) and
checked for quality using the Agilent Bioanalyzer (Agilent Tech-
nologies, Santa Clara, CA). Total RNA was enriched for
mRNA using poly-A selection.

Library Generation and Sequencing

Libraries were prepared with 500ng of total RNA from each
individual using the TruSeq Stranded Total RNA (Illumina,
San Diego, CA), according to the manufacturer’s instructions.
Libraries were analyzed on a Tapestation (Agilent Technologies,
Les Ulis, france) and then sequenced on a NextSeq500 (Illu-
mina) as 75-base-pair paired-end reads with a sequencing depth

of 30 million reads.”

Read Mapping and Gene Annotation

Sequenced reads passing the quality controls using FastQC and
Trimmomatic were aligned to the human reference genome hg19
using Galaxy (https://usegalaxy.org/). Gene quantification and
normalization were performed using FeatureCounts and EdgeR,
and transcripts that had no sequence reads across all samples were
discarded from further analysis. A minimum counts per million
(CPM) threshold of expression of 20 was applied.
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Bioinformatic Analysis of Neutrophil
Transcriptome

All manipulations and statistical analysis were implemented
using the R freeware. For each sample, raw data consisting of
the CPM were log,-transformed and normalized through
trimmed mean of M-values under the R freeware (htep://www.
r-project.org). Statistical analysis was performed on these nor-
malized data under the R freeware. Independent samples were
compared by two-tailed unpaired Student # test filtered at
£ <0.05. These values were used to select the 100 most differ-
ently expressed genes in order to generate a graphical represen-
tation of the expression profile in the form of a heatmap
depending both on expression levels and differential expression.
Functional profiling of the 100 more differentally expressed

genes was performed using gProfiler.””

Statistical Analysis

The freely available statistical software, Rstudio 1.0.143 (heep://
www.rstudio.com/), was used to conduct the statistical analysis.
All tests were two-tailed, with a significance level of o= 0.05.
When a parametric test was used, normality of distribution was
tested with the Shapiro-Wilk test. Differences between groups
were assessed with the chi-square test or analysis of variance
(ANOVA) followed by the Tukey post-hoc test, as appropriate.
ANOVA, adjusted for age, was used to compare neutrophil
markers between groups of patients and controls (with age as a
covariate), and ANOVA with confounding factors (age and ini-
tial MMSE score) as covariates, to compare them between fast
and slow decliners. Bonferroni correction was used for multiple
comparisons. Correlations were performed by linear partial cor-

relation analysis, with adjustment for covariates.

Results

Circulating Neutrophils From the Alzheimer
Disease Dementia Group Are Highly Activated
and Produce Higher Levels of ROS and
Intravascular NETs Than Those From Healthy
Subjects
We investigated neutrophil phenotype and functions sepa-
rately in the prodromal Alzheimer’s disease group (AD-
MCI) and the Alzheimer’s disease dementia group (AD-
D). We observed lower expression of CD62L and CD16b,
together with higher CD11b and CD11c expression, on
resting neutrophils from AD-D patients than from healthy
controls (HC; Fig 1A), indicating basal hyperactivation of
circulating neutrophils from patients.’’™® Neutrophils
from AD-MCI patients expressed normal levels of L-
selectin, CD11b, and CD11¢, but lower levels of CD16b
than those from HC. Basal CD16b expression at the cell
surface was modulated more strongly in AD-D than AD-
MCI patients (Fig 1A).

Upon activation, neutrophils are reported to trigger
microbicidal mechanisms, such as ROS production and
release of NETs.**%> We observed significantly higher
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patients and HC. In addition, ROS production by non-
primed neutrophils (sample preincubated with PBS and
stimulated with the bacterial formyl peptide, fMLP) was

ROS production in unstimulated neutrophils from AD-

D patients than HC (Fig 1B). In contrast, ROS produc-
tion did not differ significantly between AD-MCI

¢ % 0—+u0ﬂ$
o@@ ° °
" B WAL,

o %BsHER o
T L) L) L L 1

"ol o wn o v o
o~ ~ - —

(13W) SNIWd Bunsas uo uoissaidxa 24 1Q0

0o O R
(o]
L

0
m o

8 8

(14N) SNINd Bunsas uo uoissaidxa qL LA

40-

A TrGO - -
o0 o HHS R B

{
Y o BehSB |

J \J T
B 8 B -
(14) SN Bunsas uo uoissaidxa q91aD

-
* -
- . 01&'0 =

Hy

*

r
(=]

o
Q w 3
% (14N) SNWd m:;wwh uo uoissasdxa 129090

2004
150

o O
G

i/
o4

coo i[O
.N,O

Qmao IC
o”o F o
- 3 HH O fs

py ofBs o
,.NzO
&
&
el 400 N
OV7O
4}
&,O

0/\/

S o Ho F<®
St R
&b BHe B2 -40/7
. wg%o B3

*
*

e

S

o M

snn o BHIE
T oHER

T

4% T Ox C
OQ%QOAO %
o

P

r
o
-

o

N

¥

L
(¥NQ 1M/Bu) s13N

.
- it

*
<
<

>
= % ssmfipratr =

o oo Q

o e &
25
ll't \”

? o

of® _.M@opu

T T
o« © A

TNF-a

TLR4

+MLP

TLR1/2

)
PBS
|

*

Ak

- M? No
§ ofps o

= ug w"p *lhlf

@ B T,
B EF o

0 © - ™~ o
BE:Zzs&uﬁm_se_ﬁcinuw%uoamg

._ oo oo
.a_ = = ign s |
Boa@o O

TLR4

s M
g B8

u@iﬂu

[

]

!
TLR1/2

I L] o) L]
S 8 8 ¢ mo

(%) sisojdode SN uo uonigiyu|

o S,

o Weo

T Hp Y
f o SRR @
o WHRE R

+ o>

T20h

-
"
o
=
TOh

159
0
5
04

(%) SNWd onotaN

* 0?
° &4 R
= i e = 3
o oLHOER
o o o ERr°o

s %t
g -
a_ = F LBt fu-

| mmmﬂ

r T T 1
(=3 [=3 o
= g &

(%) sSNd dnoydody

b
¥

*
*

T20h

TOh

391

o

1001

(%) @11 uonebiw sNNd

MR &
[+
° % & % nur\O
<
S & S ¥ s
S o ﬂom,
oom%@ 3 &
o o o o o
? 3 & =]
(14W) xapui anfooebyd sNING
g,
2238855
ocom<oe
‘s B3 .
o
woo@ooo w
LT S
o5 o B )
nﬁ_u_.ﬁun__u a L
S&FPFBIEB o o o
. 0001? .3
2 M S
- Illl!..ll“l- wn |3
o oddihe o
PP oo co
»
o3
D WP
S
L)
= =

February 2018



ANNALS of Neurology

significantly higher in AD-D patients than in either HC
or AD-MCI patients (Fig 1C). Moreover, under the dif-
ferent priming conditions, ROS production was signifi-
cantly higher in AD-D patients than in the HC and AD-
MCI groups (Fig 1C), thereby demonstrating the neutro-
phil hyperreactivity in the AD-D group. In contrast,
ROS production by primed neutrophils did not differ
significantly between AD-MCI patients and HC. Finally,
we found higher levels of circulating NETs in AD-D
patients than in HC. In contrast, again, no significant
difference was observed between AD-MCI patients and
HC (Fig 1D).

Neutrophils from patients without dementia, but
with an increased susceptibility to infections, as well as
neutrophils from patients with dementia of other types,
exhibit normal expression of adhesion molecules, normal

ROS production, and normal levels of circulating NETs.

Impaired Survival, Migration, and Phagocytic

Activity of Neutrophils From Patients With AD
Because neutrophil activation can induce apoptosis,3(”37
we measured the percentage of neutrophils undergoing
spontaneous apoptosis. Both groups of patients had
higher percentages of apoptotic neutrophils (Fig 1E) than
HC did. We also observed greater percentages of necrotic
neutrophils in AD-D patients than in HC (Fig 1F).
Moreover, the capacity of TLR1/2 and TLR4 agonists to
increase survival of neutrophils® was significantly lower
in patients with Alzheimer’s diseases (Fig 1G). Impor-
tantly, these differences with HC were also greater in

Increased neutrophil apoptosis in patients may
impair some functional capacities of these cells to
respond to various stimuli. Neutrophil chemotaxis
toward IL-8 or fMLP was significantly lower in AD-D
patients than in either HC or AD-MCI patients (Fig
1H). Similar results were observed in supplemental
experiments performed on isolated neutrophils (data not
shown), ruling out the influence of dendritic cells and
monocytes-derived cytokines and chemokines on chemo-
taxis of whole-blood neutrophils. As  previously
reported,* we observed a significantly lower phagocytic
index in patients with AD (Fig 1I), perhaps related, at
least in part, to the decreased CD16b (FcyRIII) expres-
sion on neutrophil surfaces® (see Fig 1A). Neutrophil
phagocytic activity was also significantly lower in the
samples from AD-D than AD-MCI patients.

Neutrophils from patients without dementia, but
with an increased susceptibility to infections, as well as
neutrophils from patients with dementia of other types,
exhibit normal survival, migration, and phagocytic activity.

Homeostasis of the Circulating Neutrophils
Differed for Neutrophils From the Prodromal
Group and From the Dementia Groups

Evidence over the last decade has demonstrated unex-
pected phenotypic heterogeneity and functional versatility
in the neutrophil population. Differential phenotypic
and functional features of neutrophils from AD-MCI
and AD-D patients might be related to an imbalance
between neutrophils subsets, that is, the overly active
subset of senescent CXCR4"®" neutrophils® and the

AD-D than AD-MCI patients. immunosuppressive  CD16"""/CD62LY™  subset  of

FIGURE 1: Phenotypic and functional characterization of neutrophils from patients with Alzheimer’s disease. (A) Surface expres-
sion of CD62L, CD16b, CD11b, and CD11c on resting neutrophils (PMNs) was studied on whole-blood samples maintained at 4°C
and stained with specific mAbs. Results are expressed as mean fluorescence intensity (MFI). (B,C,D) ROS production by PMNs was
studied with DHE oxidation. (B) ROS production by unstimulated PMNs was studied after treatment of whole-blood samples for
50 minutes with PBS; results are expressed as MFI. (C) ROS production by stimulated PMNs was measured after pretreatment of
whole-blood samples for 45 minutes with PBS, or tumor necrosis factor (TNF)-2, or the following Toll-like receptor (TLR) agonists:
Pam3CSK, (TLR1/2 agonist, 1 ug/ml), or LPS (TLR4 agonist, 10ng/ml), and incubation for 5 minutes with the formyl-peptide fMLP
(107°M); results are expressed as MFI. (D) Quantification of circulating neutrophil-extracellular traps (NETs) was performed by
myeloperoxidase (MPO)-DNA complex ELISA; mean optical density was measured by capture ELISA and results are expressed as
ng/ul ofDNA. (E,F) Spontaneous PMN death was measured immediately after sampling (T0) and after 20-hour incubation at 37°C
(T20h) by staining with Annexin V and 7-AAD. Results are expressed as percentages of apoptotic (E) and necrotic (F) PMNs. (G)
Prolongation of PMN survival was analyzed by incubating whole-blood samples with PBS, or TLR1/2 agonist, or TLR4 agonist for
20 hours at 37 °C. Results are expressed as the percentage inhibition of PMN apoptosis [1 - (% of total annexin V*/7-AAD” PMN
in TLR agonist-treated sample/% of total Annexin V*/7-AAD™ PMN in PBS-treated sample)] X 100. (H) PMN migration was mea-
sured in transwell plates; lower wells were treated with PBS-BSA (1%) or IL-8 (25ng/ml) or fMLP (1 0~’M) for 3 hours at 37°C.
Results are expressed as the migration rate. (I) Phagocytosis of PMNs was measured after incubation of whole-blood samples
with fluorescent opsonized E. coli bacteria for 10 minutes in a water bath at 37 °C. Results are expressed as the PMN phagocytic
index (% phagocytic neutrophil x MFI). All measurements were made in samples from aged-matched healthy controls (HC;
n =22), the Alzheimer's disease prodromal group (AD-MCI; n =16), the Alzheimer's disease dementia group (AD-D; n = 26),
patients without dementia with recurrent infections (CT-I; n = 11), and patients with dementia of other types (CT-D; n = 11). Values
are means * standard error. *Significantly different from controls p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001, adjusted for age and Clinical
Dementia Rating score. 7-AAD = 7-amino-actinomycin D; BSA = bovine serum albumin; DHE = dihydroethidium; ELISA = enzyme-
linked immunosorbent assay; LPS = lipopolysaccharide; mAbs =monoclonal antibodies; PBS = phosphate-buffered saline;
PMN = polymorphonuclear neutrophil; ROS = reactive oxygen species.
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neutrophils exhibiting decreased proinflammatory proper-
ties’>**2 We observed an expansion of the senescent
CXCR4"8"/CD62L'" subset of neutrophils in both
groups of patients, and the percentage of neutrophils in
the senescent subset was higher in AD-D than in AD-
MCI patients (Fig 2A,C). The percentage of neutrophils
in the CD16™*"/CD62LY™ immunosuppressive subset
was higher in AD-MCI patients than in HC, but signifi-
cantly lower in AD-D patients than in HC (Fig 2B,D).
Accordingly, the ratio between the senescent and immu-
nosuppressive subsets was higher in AD-D than in AD-
MCI patients (Fig 2E).

Neutrophils from patients without dementia, but
with an increased susceptibility to infections, as well as
neutrophils from patients with dementia of other types,
exhibit normal homeostasis.

Gene Expression Profile in Neutrophils From
Patients With Alzheimer’s Disease

Phenotypic changes associated with neutrophil activation
involve both molecular rearrangements to change the
activity and/or subcellular localisation of pre-existing
molecules. Activation also includes increased ability of
neutrophils to synthesize de novo proteins such as cyto-
kines and chemokines, although neutrophils possess 10
to 20 times less RNA than other leukocytes. Transcrip-
tome sequencing (RNA sequencing; RNA-Seq) was car-
ried out on mRNA purified from freshly isolated
neutrophils from HC and patients with AD. Analysis of
RNA isolated from unstimulated neutrophils revealed
expression (CPM >20) of 12,289 known genes among a
total of 22,675 genes analyzed.

Hierarchical cluster analysis of genes expressed
(CPM >20) in neutrophils from healthy controls and
AD-D patients was performed, and an expanded heat-
map of the top 100 genes differentially expressed
between HC and AD-D is shown in Figure 3A. Neutro-
phils from patients with AD showed different profiles as
compared to controls. Interestingly, AD-MCI patients
clustered in between controls and AD-D patients. Neu-
trophils from patients with AD showed upregulation of
transcripts with functions mostly associated with inflam-
matory and cell-mediated immune responses as well as
organization of cytoplasm and cytoskeleton. Of note,
actin cytoskeleton is required for vesicle trafficking to the
plasma membrane and granule exocytosis, allowing the
NADPH oxidase cytosolic components to translocate to
the membrane and form the catalytically active enzyme
complex. Functions associated with cell senescence and
death, various signaling pathways, nucleic acid metabo-
lism, lipid and protein metabolism, and regulators of
protein synthesis or stability, including ubiquitination
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machinery and chaperones, were similarly upregulated
(Fig 3A). Neutrophils from AD-D patients showed sig-
nificant upregulation (p < 0.05) of 18 transcripts, includ-
ing inflammatory and host-defense genes (7API, CD83,
CTLA4, TMIGD2, S100B, EDAR, and MDS2). How-
ever, we did not observe any significant upregulation of
proinflammatory cytokines and chemokines transcripts, a
classical signature of in vitro activated neutrophils.”® In
accord, neutrophil production of the classical proinflam-
matory cytokines, IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, and TNFe,
measured at the protein level by Luminex (data not
shown) did not differ between patients with AD and
controls, in line with previous data.*> Upregulation of
two host-defense genes, CD83 and CTLA4, shown by
RNA-Seq (Fig 3B) was associated with increased expres-
sion of these two molecules at the surface of neutrophils
from AD-D patients (Fig 3C). CD83 encodes an immu-
noglobulin supergene family member, best known as a
marker for mature dendritic cells,” but has also been
identified as a differentially regulated gene in neutrophil-
transcription profiles.*” CD83 surface antigen has been
reported previously in neutrophils cultured in vitro with
cytokines™ and bacterial peptides”” or during acute bac-
terial infection and chronic inflammatory disease in
vivo.”® Increased expression of CD83 transcript was also
associated with upregulation of TAP1, involved in the
proteolytic steps of major histocompatibility complex
class I antigen processing by neutrophils,49 suggesting
that neutrophils from AD-D patients can adapt a func-
tion as antigen presenting cell. C7LA4 encodes cytotoxic
T-lymphocyte-associated ~ protein 4 (CD152), which
transmits an inhibitory signal to T cells and is also
involved in neutrophil regulation.”® Importantly, in AD-
D patients, we observed significant increased expression
of four genes (SIK1, CRIP2, GRASE, and AK35) involved
in regulation of signaling pathways. SIK1, a serine/threo-
nine kinase, that belongs to the adenosine monophos-
phate (AMP)-activated protein kinase family,”" and
CRIP2, that belongs to the cysteine-rich intestine protein
family 1,* act as transcriptional repressors of nuclear fac-
tor kappa B (NF-xB)-mediated transcription induced by
neutrophil in response to proinflammatory mediators
such as TLR agonists. Upregulation of this negative regu-
latory circuit might thus be involved, at least in part, in
the decreased capacity of activated neutrophils to produce
a variety of proteins, such as as cytokines and chemo-
kines, as well as in the decreased TLR-dependent survival
of neutrophils.”” AKS is an adenylate kinase that cata-
lyzes the reversible transfer of the y-phosphate group
from a phosphate donor (normally adenosine triphos-
phate) to AMP, and generates the intracellular second
messenger, cyclic AMP (cAMP).” Interestingly, cAMP
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FIGURE 2: Homeostasis of the circulating neutrophils from patients with Alzheimer’s disease is altered. (A-D) Whole-blood samples were
incubated for 45 minutes at 4 °C with PE/Cy7/antihuman CXCR4, PE/antihuman CD11b, and APC/antihuman CDé2L (A,C) or with FITC/
antihuman CD16, PE/antihuman CD11¢, PE/Cy7/antihuman CD11b, and APC/antihuman CD62L (B,D). (A) Representative dot plots of the
neutrophil (PMN) phenotype according to CXCR4 and CDé62L expression in a healthy control (left), a prodromal patient with Alzheimer's
disease (AD-MCI; middle), and an Alzheimer’s disease patient with dementia (AD-D; right). (B) Representative dot plots of the PMN pheno-
type according to CD16 and CD62L expression in a healthy control (left), a prodromal Alzheimer's disease patient (AD-MCI; middle), and
an Alzheimer's disease patient with dementia (AD-D; right). (C) Percentages of the CXCRAM9"/CD62L'" senescent PMN subset. (D) Per-
centages of the CD16°"9"/CD62L4™ immunosuppressive PMN subset. (E) Ratio between the senescent and immunosuppressive subsets.
All measurements were made in samples from aged-matched healthy controls (HC; n = 22), Alzheimer's disease prodromal group (AD-
MCI; n = 16), Alzheimer's disease dementia group (AD-D; n = 26), patients without dementia with recurrent infections (CT-I; n=11), and
patients with dementia of other types (CT-D; n= 11). Values are means = standard error. *Significantly different from controls p<0.05;
**p<0.01; **p<0.001, adjusted for age and Clinical Dementia Rating score. APC = allophycocyanin; CXCR4 = C-X-C chemokine receptor
type 4; Cy7 = cyanine 7; FITC = fluorescein isothiocyanate; PE = phycoerythrin; PMN = polymorphonuclear neutrophil.
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FIGURE 3: Gene expression profile in neutrophils from patients with Alzheimer’s disease. (A) Heatmap of the top 100 differen-
tially expressed genes in neutrophils from Alzheimer's patients with dementia as compared to healthy controls. Each column
represents 1 subject and each row an individual probe. Red indicates relative gene upregulation and blue indicates relative
gene downregulation. These transcripts include genes that can be categorized as inflammatory and cell-mediated immune
responses, organization of cytoplasm and cytoskeleton, cell senescence and death, various signaling pathways, internal biologi-
cal clock regulation, nucleic acid metabolism, lipid metabolism, carbohydrate metabolism, protein metabolism, regulators of
protein synthesis, or stability. (B) CD83, CTLA4, PSMB8, TAP1, SIK1, and AK5 mRNA expression levels in healthy controls (HC;
n =5), patients with prodromal Alzheimer's disease (AD-MCI; n=5), and patients with Alzheimer’s disease dementia (AD-D;
n=5). (C) Surface expression of CD83 and CTLA4 analyzed by flow cytometry. Whole-blood samples were incubated for 45
minutes at 4°C with PE-conjugated isotypic control, PE/antihuman CD83, or PE/antihuman CTLA4. Representative histograms
of CD83 and CTLA4 expression in neutrophils from an HC and from a patient with Alzheimer's disease dementia (AD-D).
CTLA4 = cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4; CXCR4 = C-X-C chemokine receptor type 4; MPO = myeloperoxidase;
PE = phycoerythrin.

significantly inhibits ROS production by neutrophils in in neutrophil degranulation and oxidative burst.”> Fur-
young subjects, but increases ROS level in 50- to 80- thermore, upregulation of functions associated with ubig-
year-old individuals.’® In the same line, GRASP pro- uitination machinery (D7X1, PSMBS8) in AD-D patients
motes activation of ADP-ribosylation factor-6, a low- could result in increased neutrophil death by apoptosis'%
molecular-weight GTPase that regulates key aspects of as well as by NETosis in these patients.”” Finally, we
endocytic recycling pathways and that has been involved observed an increased expression of PERI gene
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(p=0.06). PERI encodes for period circadian protein
homolog 1 protein, a key regulator of internal biological
clock in neutrophils, that has been involved in the mobi-
lization of young neutrophils from the bone marrow and
their aging in the peripheral circulation.”®

Fast Decliner Patients Have Greater Neutrophil
Hyperactivation and Greater Impairments in
Homeostasis Than Slow Decliners Do

We then investigated whether the neutrophil abnormali-
ties observed in patients with AD might be associated
with the rate of disease progression, studying 27 subjects
who were followed up over 1 year with a standardized
protocol including a CDR score. Patients were dichoto-
mized into slow decliners or fast decliners as described in
Subjects and Methods. Basal neutrophil activation at
baseline was greater in fast decliner than in slow decliner
patients, as shown by their lower expression of CD62L
and CD16 (Fig 4A), although their expression of CD11b
and CD11c remained similar. Constitutive ROS produc-
tion (Fig 4B) and ROS production by primed-
neutrophils (Fig 4C) were both higher in fast decliner
than in slow decliner patients, as was the level of intra-
vascular NETs (Fig 4D). These phenotypic and func-
tional properties of neutrophils from fast decliner
patients were associated with a higher percentage of neu-
trophils in the senescent hyperactive subset (Fig 4E) and
a lower percentage in the immunosuppressive subset (Fig
4F) and resulted in a higher ratio between these subsets
in the fast decliner group (Fig 4G), as well as a higher
rate of spontaneous apoptosis (Fig 4H). In contrast, neu-
trophil survival did not differ between these two groups,
nor did migration capacity or phagocytosis (data not
shown). This analysis of the prognostic value of our neu-
trophil markers also considered the variations of both
cognitive (MMSE) and functional (Clinical Dementia
Rating Sum of Boxes, CDR-SOB) indicators, which are
complementary dimensions. Of note, we observed a neg-
ative correlation between AMMSE and CDG62L expres-
sion (r=—0.48; p=0.01), as well as a positive
correlation between AMMSE and each of the following:
level of ROS production by unstimulated neutrophils
(r=0.5; p=0.006); percentage of apoptotic (r=0.62;
»=0.0005) and (r=0.78;
»<0.0001); and ratio between senescent and immuno-

senescent  neutrophils
suppressive subsets (r = 0.66; p = 0.0016). These markers
were similarly correlated with the ACDR-SOB (data not
shown).

Of note, neutrophil markers were similarly associ-
ated with the overall disease progression profile over a 2-
year follow-up period, determined by retrospectively tak-
ing into account the clinical scores 1 year before baseline.
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We observed that both the neutrophil activation parame-
ters and percentage of the different neutrophil subpopu-
lations were correlated with AMMSE and ACDR-SOB

(data not shown).

ROS Production by Peripheral Neutrophils From
Patients With AD Correlates With Brain
Amyloid Burden

We then investigated correlations between neutrophil
abnormalities and pathological features in patients, that
is, brain amyloid deposits and microglial activation, as
measured by PET imaging, and Af and Tau CSF bio-
markers. ''C-PiB binding was used to quantify brain
amyloid burden, and '®F-DPA-714 binding as a marker
of microglial activation, with low-affinity binders
excluded from the analysis.”” We found that PiB binding
was positively correlated with ROS production by stimu-
lated neutrophils (Fig 5A) as well as with the percentage
of senescent neutrophils (Fig 5B) and the senescent/
immunosuppressive subset ratio (Fig 5C). In addition,
the latter two were negatively correlated with '*F-DPA-
714 binding (Fig 5D,E). Percentage of senescent neutro-
phils was positively correlated with CSF phospho-Tau
levels (Fig 5F).

ROS appear to be the initial trigger for the activa-
tion of MMP-9, which belongs to a family of zinc-
containing endopeptidases. MMP-9 degrades compo-
nents of the extracellular matrix, which is important for
normal blood-brain barrier (BBB) function.’”*® Active
MMP-9 forms 1:1 complexes with TIMP-1, which pref-
erentially inhibits it, and the balance between them
reflects the net proteolytic activity in several physiological
MMP-9 and TIMP-1 levels were signifi-
cantly lower in both groups of patients than in HC (Fig
5G,H). This led to a higher MMP-9/TIMP-1 ratio,
which was moreover significantly different in AD-D
patients than in HC (Fig 5I). MMP-9/TIMP-1 ratio also
correlated with level of ROS produced by unstimulated
and fMLP-stimulated neutrophils (Fig 5],K).

61
processes.

Proinflammatory Environment in Patients With
Alzheimer’s Disease

Proinflammatory cytokines have been reported to be
overproducted by peripheral blood mononuclear cells
from patients with Alzheimer’s disease compared to
healthy controls ®*. As neutrophil activity is highly regu-
lated by proinflammatory mediators such as cytokines
386364 we thus investigated the peripheral cytokine envi-
ronment in patients. Serum levels of the proinflamma-
tory cytokines, IL-1§, IL-6, TNFo, and IL-18 were
significantly higher in both groups of patients than in
HC (Fig 6A). Serum levels of IL-8 and IL-17 were also
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FIGURE 4: Fast-decliner patients with Alzheimer’s disease have greater neutrophil hyperactivation and greater impairments in
homeostasis than slow decliners do. (A) Surface expression of CD62L, CD16éb, CD11b, and CD11c on resting neutrophils
(PMNs) was studied on whole-blood samples maintained at 4°C and stained with specific mAbs. Results are expressed as mean
fluorescence intensity (MFI). Reactive oxygen species (ROS) production by unstimulated (B) and stimulated PMNs (C) was stud-
ied by hydroethidine oxidation; results are expressed in MFI. (D) Circulating neutrophil-extracellular traps (NETs) were quanti-
fied by MPO-DNA complex ELISA, and results are expressed as ng/ul of DNA. (E) Percentages of the CXCR4""/CD62L'*"
senescent PMN subset. (F) Percentages of the CD16P"9"/CD62L4™ immunosuppressive PMN subset. (G) Ratio between the
CXCR4"9"/CD62L"" senescent and the CD16"9"/CD62L ™ immunosuppressive subsets. (H) Spontaneous PMN death was
measured immediately after sampling (T0). Results are expressed as percentages of apoptotic PMNs. All measurements were
made in samples from patients with Alzheimer’s disease who were either slow decliners (SDs; n=16) or fast decliners (FDs;
n=11), based on the progression of the Clinical Dementia Rating (CDR) score between the visit at baseline (time of PMN anal-
ysis) and the visit 1 year later. Values are means = standard error. *Significantly different p<0.05; **p<0.01, adjusted for age
and initial CDR score. CXCR4=C-X-C chemokine receptor type 4; ELISA=enzyme-linked immunosorbent assay;
MPO = myeloperoxidase; PMN = polymorphonuclear neutrophil.
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FIGURE 6: Cytokine environment in patients with Alzheimer’s disease. (A) Circulating levels of pro- and anti-inflammatory cytokines
were measured from serum with Luminex assays. All measurements were made in samples from healthy controls (n = 22), the Alz-
heimer’s disease prodromal group (n=16), and the Alzheimer's disease dementia group (n=26). Values are means * standard
error. *Significantly different from controls p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001, adjusted for age and CDR score. Correlation between
MMSE and (B) interleukin (IL)-8 circulating levels, and (C) IL-17 circulating levels. Correlations were adjusted for age and Clinical
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protein-1; MMSE = Mini-Mental State Examination; TGF-$ = transforming growth factor-; TNF-« = tumor necrosis factor-a.
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significantly higher in the AD-D patients than in HC
(Fig 6A) and negatively correlated with the MMSE score
(Fig 6B,C). The serum level of IL-22, a bifunctional
cytokine with both proinflammatory and protective func-
tions, was significantly lower in the AD-D group than in
HC. The serum level of IL-10, an anti-inflammatory
cytokine, was significantly lower in the AD-D group
than in either HC or AD-MCI patients (Fig 6A).

We then looked for potential correlations between
markers of neutrophil hyperreactivity and levels of proin-
flammatory cytokines. CD11b expression on resting neu-
trophils was positively correlated with serum IL-6 level
(Fig 7A), as was higher CD11b expression induced by sub-
optimal stimulation (ie, PBS-stimulated samples) with cir-
culating levels of IL-6 and IL-8 (Fig 7B,C). These findings
suggest that these cytokines might possibly preactivate neu-
trophils in vivo. Similarly, the positive correlation between
serum levels of IL-8 and the level of ROS production by
fMLP-stimulated neutrophils (Fig 7D) indicates that this
cytokine might prime neutrophils from patients in vivo.
Furthermore, the circulating levels of IL-6 and IL-8 were
positively correlated with the percentage of senescent neu-
trophils (Fig 7E,F). We therefore used in vitro studies to
investigate the effect of proinflammatory cytokines on the
percentage of neutrophils in the senescent and immuno-
suppressive subsets. Incubation of whole samples from
young healthy subjects with IL-6, IL-8, TNFo, and IL-17
for 5 hours induced a significant increase in the percentage
of senescent neutrophils (Fig 7G), whereas TNFa and IL-
17 significantly decreased the percentage of immunosup-
pressive neutrophils (Fig 7H).

Discussion

Activated neutrophils in patients with AD might play a
role in the acute and chronic systemic inflammation
reported to foster cognitive decline and exacerbation of
sickness  behavior? through two mechanisms: (1)
enhanced ROS production combined with increased level
of intravascular NETs, which have been reported to con-
tribute to various inflammatory diseases,”® and (2) an
increase in the percentage of necrotic neutrophils, which
release their harmful intracellular contents.”® Further-
more, reduced neutrophil survival in response to inflam-
matory mediators, together with decreased migration and
phagocytic activity, may play a role in the enhanced sus-
ceptibility to bacterial and fungal infections reported in

L 66,6
patients®®®’

and lead to a vicious cycle, further amplify-
ing the inflammatory response. Of note, the strict inclu-
sion criteria, excluding any history of inflammatory or
autoimmune diseases, limit the risk that individual neu-
trophil activation was attributed to factors other than

AD. In addition, we demonstrated that neutrophils from
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patients suffering from bronchiectasis, as well as neutro-
phils from patients with dementia of other types, exhibit
normal phenotype, functions, and homeostasis, sugges-
ting that alterations of neutrophils observed in patients
with AD did not result from the increased susceptibility
to having various infections, but may be related to the
amyloid pathology.

One particular hypothesis is that activated neutro-
phils may contribute to vascular inflammation®® through
neutrophil-induced alterations of the BBB. Investigation
of the cerebral microvasculature in patients with AD has
revealed signs of BBB dysfunction,®” and the severity of its
impairment has been suggested to influence disease pro-
gression in these patients.”” Of note, ROS, including those
extracellularly produced by neutrophils,”" provide a com-
mon trigger for many downstream pathways that can con-
tribute directly to BBB dysfunction, including oxidative
damage and impairment of tight junction complexes.””* It
is important to note that the ROS levels produced by acti-
vated neutrophils are typically 100 times higher than those
in nonphagocytes.”” Furthermore, ROS also appear to be
the initial trigger for MMP-9 activation, which is thought
to be central to BBB impairment, and neutrophil-derived
MMP-9 is involved in postischemic BBB breakdown, leu-
kocyte infiltration, and brain damage.”” We found
decreased levels of TIMP-1 in patients, which resulted in a
higher MMP/TIMP ratio and a subsequent increase in
MMP activity, indicative of BBB dysfunction.74 In accord
with the ROS-induced downregulation of TIMP-1 expres-
sion previously reported,”” we observed that the increased
MMP-9/TIMP-1 ratio was correlated with neutrophil oxi-
dative burst activity in patients.

In addition to the indirect involvement of neutrophils
through their peripheral immune activity, we cannot rule
out the hypothesis that neutrophils play a direct role in AD
by affecting the local neuroinflammatory processes associ-
ated with it. Neutrophils have recently been detected within
the brain parenchyma of patients with AD.® Given that
senescent neutrophils are supposed to have an elevated tro-
pism for tissues,*®’® we might postulate that changes in the
homeostasis of peripheral neutrophils observed in patients,
especially the higher ratio of senescent to immunosuppres-
sive neutrophils, may result in enhanced trafficking of such
“aged” neutrophils in the brain. In accord with this possibil-
ity, we observed that the percentage of circulating senescent
neutrophils and the increased ROS production were posi-
tively correlated with amyloid load in patients with AD.
This finding suggests the possibility that aged neutrophils
affect Af} deposition. BBB injury, triggered mainly by ROS
as discussed above, reduces amyloid-ff clearance and
increases its production from the amyloid-f precursor pro-
tein, thereby resulting in A accumulation in the brain.*” In
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FIGURE 7: Involvement of the systemic proinflammatory cytokine environment in the imbalance between senescent and immu-
nosuppressive neutrophil subsets. (A) Correlation between the interleulin (IL)-6 circulating level and CD11b expression on rest-
ing neutrophils (PMNs). (B) Correlation between the IL-6 circulating level and CD11b expression on PBS-treated PMNs. (C)
Correlation between the IL-8 circulating level and CD11b expression on PBS-treated PMNs. (D) Correlation between the IL-8 cir-
culating level and reactive oxygen species (ROS) production by fMLP-stimulated PMNs. (E) Correlation between the IL-6 circu-
lating levels and percentage of the CXCR4"9"/CD62L'°" senescent PMN subset. (F) Correlation between the IL-8 circulating
levels and percentage of the CXCR4"9"/CD62L'°" senescent PMN subset. (G,H) Whole-blood samples from young healthy con-
trols were incubated in 24-well tissue culture plates, for 5 hours, at 37°C with PBS, IL-6 (1-100ng/ml), IL-8 (1-100ng/ml), TNF-«
(1-100ng/ml), or IL-17 (1-100ng/ml), and then stained with specific mAbs. (G) Percentage of the CXCR4"9"/CD62L'" senes-
cent neutrophil subset. (H) Percentage of the CD16""9"/CD62LY™ immunosuppressive neutrophil subset. All measurements
were made in samples from young healthy controls (n =5). Values are means * standard error. The two-way ANOVA test was
used to determine whether differences between the different conditions (treatment with PBS or the various cytokines) were
significant for each parameter. *Significantly different from sample incubated with PBS p<0.05; **p<0.01. ANOVA = analysis
of variance; CXCR4 = C-X-C chemokine receptor type 4; fMLP = N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine; mAbs = monoclonal
antibodies; MFI = mean flouorescence intensity; PBS = phosphate-buffered saline; PMN = polymorphonuclear neutrophil; TNF-
o = tumor necrosis factor-a.

addition, the increased percentage of aged neutrophils was and that neutrophil depletion lowers the amount of Tau
positively correlated with CSF phospho-Tau level, which phosphorylated on Ser202 or Thr205.% Finally, the percent-
reflects neurofibrillary tangle pathology. This result is con- age of aged neutrophils was negatively correlated with the
sistent with previous studies in 3xTg-AD mice demonstrat- extent of microglial activation, measured by '®F-DPA-714
ing that systemic inflammation increases Tau pathology’’ binding. Depending on disease stage, microglia activation
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HC (n=22)
Age (mean) [min-max] 71.6 [60-88]
Female sex (n) [%] 16 [72.7]
MMSE (mean) [min-max] 28.7 [27-30]

CDR CDR=0

Cholinesterase inhibitors (n) [%] —

Memantine (n) [%] -

TABLE . Characteristics of Patients With Alzheimer's Disease and Healthy Subjects Participating in the Study

Carrier of APOE &4 (n) [%) 2 9.1]

(11)C-PiB PET scan (mean) [min-max] 1.53 [1.13-3.23]
'SE-DPA-714 (mean)[min-max] 1.29 [1.02-1.82]
CRP < 3 pg/mL (n) n=18

CRP > 3 pg/mL (n) (mean)[min-max] n=4 4.7 [3.1-9.4]

Statistical comparison of female sex, carrier of APOE &4, subjects with CRP >3pg/ml, and type of treatment was performed with the chi” test.
"» <0.05 compared to healthy controls (HC); *p < 0.05 compared to AD-MCI.

AD-MCI = prodromal Alzheimer’s disease group; AD-D = Alzheimer’s disease dementia group; CDR = Clinical Dementia Rating; '*F-DPA-
714 = fluorine-18-labeled N,N-diethyl-2-[4-(2-fluoroethoxy)phenyl]-5,7-dimethylpyrazolo[1,5-a] pyrimidine-3-acetamide; MMSE = Mini-Mental
State Examination; PET = positron emission tomography; PiB = Pittsburgh compound B; n = number.

AD-MCI (n = 16) AD Dementia (n = 26)
71.0 [53-84] 66.6 [52-83]

8 [50.0] 18 [69.2]

26.2 [12-30]° 17.3 [5-271*
CDR=05 CDR >0.5

10 [62.5] 14 [53.8]

2.65 [1.26-3.95) 3.05 [1.51-4.69]
1.42 [1.13-1.87] 1.32 [1.03-2.03]
n=14 n=22

=2 5.1 n=4 6. [4.1-9.2)
14 [87.5] 26 [100]

2 [12.5] 3[11.5)

can have both beneficial and detrimental effects. A protec-
tive role in early clinical progression is suggested by the
lower level of microglial activation, measured by TSPO
PET tracers, in fast compared with slow decliners.*>”® Fur-
thermore, it has recently been suggested that microglial acti-
vation in patients with AD might have an early protective
peak, followed later by a proinflammatory peak.””

0-82 we observed

In accord with previous studies,”®
higher circulating levels of various proinflammatory cyto-
kines in patients than in age-matched healthy subjects.
Proinflammatory cytokines are widely known to be criti-
cal mediators of neutrophil activation. Accordingly, we
observed that plasma levels of IL-G and IL-8 were posi-
tively correlated with both neutrophil activation markers
and the percentage of senescent neutrophils in patients.
The subset of hyperactive senescent neutrophils may also
be instrumental in the phenotypic and functional neutro-
phil alterations that accompany disease progression. In
AD-MCI patients, we observed that the percentage of
immunosuppressive neutrophils increased, which may
have counteracted the proinflammatory activity of the
aged neutrophils. Interestingly, however, at later disease
stages, a further increase in the senescent neutrophils sub-
population was associated with a decreased frequency of
immunosuppressive neutrophils and led to increased oxi-
dative burst and intravascular NETosis. Furthermore, our
in vitro data suggest that various proinflammatory
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cytokines directly increase the percentage of senescent
neutrophils and decrease the level of immunosuppressive
neutrophils. On the whole, our results suggest that the
peripheral proinflammatory cytokine environment is
instrumental in the alteration of circulating neutrophils
homeostasis in AD. Surprisingly, we found that neutro-
phils from patients produce normal levels of proinflam-
matory cytokines in response to stimulation, a result that
might be attributed, at least in part, to upregulation of
SIK1 and CRIP2, acting as negative regulators of the
NF-kB pathway. In addition, recent studies performed in
mice lacking P-selectin (Selp2/2), an adhesion molecule
essential for neutrophil recruitment under steady-state
conditions, revealed that aged neutrophils did not exhibit
enhanced cytokine secretion at the mRNA*" and pro-
tein”® levels. We might thus postulate that increased cir-
culating levels of cytokines observed in our cohort of AD
patients might be related to enhanced cytokine produc-
tion by activated monocytes and lymphocytes previously
reported in patients with AD.®* Interestingly, among the
genes of host defense and inflammatory response, upre-
gulation of CD83 and TAPI suggest that neutrophils
from patients with AD dementia can adapt a function as
antigen-presenting cells and, in combination with their
abundance in the immune system, may have a significant
role in influencing antigen-specific T-cell responses,
including cytokine production.
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Components of oral microbiota have previously
been implicated in AD* and modulation of the gut
microbiota composition have been described.** A recent
study provides evidence that neutrophil aging is regulated
by the microbiota in a TLR-dependent fashion.® In
addition, in mice with sickle cell disease (SCD; a disease
characterized by recurrent episodes of vasoocclusion in
which neutrophils play a primary function), the expan-
sion of aged neutrophils was completely abrogated by
microbiota depletion, which also reduced vasoocclusive
events and significantly improved survival of SCD
mice.* Alterations in the microbiota could contribute to
both expansion of senescent neutrophils and changes in
neutrophil homeostasis in patients with AD, and suggest
that manipulation of the microbiome may affect disease
outcome by rebalancing neutrophil compartment homeo-
stasis and reducing oxidative burst. Further studies must
address these questions.

Finally, RNA-Seq of neutrophils suggests that a
number of cellular processes are altered at the transcrip-
tomic level in patients with AD. Upregulation of various
genes, such as SIKI, CRIP2, GRASR AK5, DTXI, and
PSMB8 might play a key role in the phenotypic and
functional changes of neutrophils in these patients. Inter-
estingly, deregulation of AK5 gene expression has been
previously reported in the brain from patients with
AD.® Further studies are necessary for investigating the
potential association between enhanced expression of
AK5 gene, altered functions of neutrophils and AD
progression.

In conclusion, our results demonstrate that the
homeostasis of peripheral neutrophils is altered in AD
patients, with a shift toward enhanced proinflammatory
properties related to expansion of senescent neutrophils
at later disease stages. Importantly, these changes were
correlated with the rate of cognitive decline in AD
patients. By modifying the systemic inflammatory equi-
librium and potentially helping to weaken the BBB, this
altered neutrophil homeostasis may help to drive disease
progression. Our study suggests that detailed neutrophil
phenotyping, and particularly the relative ratio of senes-
cent/immunosuppressive peripheral neutrophils, might
serve as a prognostic blood biomarker of disease progres-
sion in AD. In the same line, similar neutrophil pheno-
typing could represent a critical blood biomarker for (1)
stratifying patients according to their expected rate of dis-
ease progression when designing clinical trials of disease-
modifying treatments and (2) monitoring the efficacy of
these treatments. Finally, our data open new perspectives
for the development of innovative immunotherapy strate-
gies based on neutrophil modulation, in particular by
rebalancing the ratio of senescent to immunosuppressive
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neutrophils and/or decreasing their basal hyperactivation
state and their release of proinflammatory cytokines.
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Partie 11

Etude phénotypique et fonctionnelle des polynucléaires
neutrophiles (PN) chez les patients atteints de Tauopathies en

I’absence de plaque séniles et de Maladie d’Alzheimer atypique
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Contexte

Les résultats précédents montrent un état d’hyperactivation basale des PN chez les
patients atteints de MA associé a une augmentation significative de la production de FRO et
des NETs par rapport aux sujets sains apparies en age. De plus, les patients présentent une
altération de I’homéostasie des PN. Ces altérations sont plus importantes chez les patients
présentant une progression rapide de la maladie par rapport aux patients évoluant lentement
suggérant pour la premiere fois le réle prédictif des PN dans 1’évolution de la maladie. Par
ailleurs, nos résultats suggérent que les anomalies des PN observées pourraient étre liées au
moins en partie aux taux circulants élevés de cytokines pro-inflammatoires. Ces anomalies
pourraient egalement étre liees a la présence du peptide amyloide AP et/ou de la protéine Tau
dans le sang circulant des patients (Nakamura et al., 2018 ; Mattsson et al., 2016).
Parallélement a I’étude de I’effet de ces médiateurs in vitro sur les PN de sujets témoins, cette
question nous a conduit a caractériser le phénotype et les fonctions des PN circulants chez les

patients atteints d’une part de MA atypique (MA-A) et d’autre part de Tauopathies non MA.

Meéthodologie
Inclusion des patients

Cette étude a été réalisée dans le cadre du projet «ShaTau-7» (D14-P010). Le
recrutement des patients atteints de MA atypique (n=19, MMSE=22,38+0,9776), ou de
Tauopathie non MA (PSP, DCB, FTDP) (n=19, MMSE=20,96+1,057) a été effectué au sein
de I’Unité de Neurologie de la Mémoire et du Langage de 1’hopital Sainte-Anne (Pr. Marie
SARAZIN). Les patients ont été inclus au stade de démence (CDR 1 ou 2) et en 1’absence
d’épisode infectieux ou inflammatoire aigu. Par ailleurs, les patients présentant des
pathologies altérant potentiellement les fonctions des PN de méme que les patients traités par

corticostéroides au cours des 3 mois précédant le prélévement seront exclus.

Etude phénotypique et fonctionnelle des PN circulants
L’expression des molécules d’adhérence a la surface des PN, la production des FRO,
I’hémostasie, la survie des PN ainsi que la capacité phagocytaires ont éte évaluées en

cytométrie de flux en utilisant les mémes techniques que précédemment décrites.
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Résultats

I. Evaluation du phénotype et des fonctions des PN circulants chez les patients atteints

de MA atypique et de Tauopathies non-MA

Altérations de I’expression des molécules d’adhérence CD11b et CD62L chez les patients

atteints de MA atypiques et de Tauopathies non MA
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Figure 28: Expression du CD11b et du CD62L a la surface des PN.

Les échantillons de sang total conservés a 4°C ont été incubés en présence d’anticorps monoclonal
dirigé contre CD11b et CD62L pendant 45 min a 4°C. Les résultats sont exprimés en moyenne
d’intensité de fluorescence (MIF) et les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM pour les témoins
(n=15) et les patients (MA-A, n=19 ; Tauopathies, n=19).

* 1 p<0,05. ** p<0,01. *** p<0,001.

A la surface des PN a I’état basal, nous avons observé pour les deux groupes de
patients (MA atypique, Tauopathie non MA) en comparaison aux sujets témoins une
augmentation significative de I’expression de la molécule CD11b associ¢e a une diminution
significative de I’expression du CD62L seulement chez les patients des Tauopathies. Ces
résultats reflétent d’une part, le clivage enzymatique de la L-sélectine et d’une autre part, la
translocation vers la surface cellulaire du CD11b, témoignant d’un état d’hyperactivation
basale des PN.

Surproduction de FROs par les PN a I’¢tat basal chez les patients atteints de MA atypique et
de Tauopathies non MA

Nous avons observé une augmentation significative de la production des FROs par les
PN a I’¢état basal pour les deux groupes de patients (MA atypique, Tauopathie) corroborant

I’hyperactivation des PN circulants.
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Par contre, une augmentation de la capacité des PN a produire des FRO en réponse a
une stimulation (agoniste du TLR2 ou du TLR4) n’a été constatée que chez les patients de la
MA atypique. Cette augmentation significative a témoigné d’une hyperréactivité des PN en
réponse a la stimulation chez les patients de la MA atypique. A I’inverse, on observe une
diminution de la production de FRO en réponse au TNFo chez les patients atteints de

Tauopathie non-MA.
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Figure 29 : Etude de I’explosion oxydative des PN.

Apreés incubation avec de la dihydroéthidine, les échantillons de sang total ont été prétraités a 37°C
en présence de PBS ou des agonistes du TLR4 (LPS) et du TLR2 (PAM) pendant 45 minutes puis
incubés en présence de PBS ou de fMLP pendant 5 minutes a 37°C. Les résultats sont exprimés en
moyenne d’intensité de fluorescence (MIF) et les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM pour les
témoins (n= 15) et les patients (MA-A, n=19 ; Tauopathies, n=19).

* p<0,05. ** p<0,01. *** p<0,001.

Altérations de la homeéostasie des PN chez les patients atteints de MA atypique et de
Tauopathies non MA

Chez les patients atteints de MA atypique, nous avons observé par rapport aux témoins,
une augmentation significative du pourcentage de la sous-population sénescente associée a
une diminution significative de la sous-population immunosuppressive conduisant a une

augmentation du ratio entre ces 2 sous-populations.

Chez les patients atteints de Tauopathie non MA, [’augmentation du pourcentage de
la sous-population sénescente est a la limite de la significativité et conduit malgré 1’absence
de modification de la sous-population immunosuppressive a une augmentation significative

du ratio entre ces 2 sous-populations.
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En outre, ces données pourraient en partie expliquer I’augmentation de la production

de FRO par les PN a I’état basal observée chez les patients (Fig 29).
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Figure 30 : Expression des sous-populations de PN sénescente et immunosuppressive.
(A,B) Les échantillons de sang total ont été incubés a 4°C en présence d’anticorps anti-CXCR4, et
CDG62L (A) ou en présence d’anticorps anti-CD62L et CD16b (B). Les résultats sont exprimés en
pourcentage. (C) Ratio entre la sous-population sénescente et la sous-population immunosuppressive.
Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM pour les témoins (n=15) et les patients (MA-A, n=19 ;
Tauopathies=19).

* 1 p<0,05. ** : p<0,01. *** : p<0,001.

Déficit de la capacité de phagocytose chez les patients atteints de MA atypique

La phagocytose est une étape cruciale dans la défense de I’hdte contre les pathogeénes.
Nous avons évalué la capacité intrinseque de phagocytose des PN en utilisant un kit
commercial contenant des bactéries opsonisées. Chez les patients MA-A, nous avons observé
une diminution significative de I’index de phagocytose comparativement aux témoins,
reflétant un déficit intrinséque de la capacité de phagocytose des PN. Ce résultat n’est pas
observé chez les patients atteints de Tauopathies non MA. De plus, ce résultat n’est pas en
rapport avec une augmentation du pourcentage de PN apoptotiques, contrairement a ce que

nous avions observé chez les patients atteints de MA typique.
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Figure 31 : Evaluation de la capacité de phagocytose et de I’apoptose spontanée des PN
circulants.

(A)La phagocytose des PN a été mesurée apres incubation des échantillons de sang total avec des
bactéries E.Coli fluorescentes pendant 10 minutes & 37°C. Les résultats sont exprimés en index de
phagocytose (% de PN ayant phagocyté des bactéries x MIF) et les valeurs sont exprimées en
moyenne + SEM. (B) Les pourcentages des PN apoptotiques ont été mesurés immédiatement apres le
prélévement par double marquage annexine-V/7-AAD chez les témoins (n=15) et les patients (MA-A,
n=19 ; Tauopathies=19).

* 1 p<0,05. ** : p<0,01. *** : p<0,001.

1. Etude ex vivo, de ’effet du peptide AB42 sur ’activation et ’homéostasie des PN de

sujets controbles

A P’aide d’une technique établie au laboratoire, le peptide Ap est préparé sous forme
fibrillaire. Des aliquotes de peptide AP (soit 450 ug) ont été soniquées pendant 3 minutes a
puissance 20% apres la reprise dans 10 uLL de DMSO. Les aliquotes ont ensuite été incubées a
37°C pendant 72 heures en rajoutant 90 uLL de HCI (0,01N).

Effet du peptide APa2 fibrilllaire sur les molécules d’adhérence et la production des FROs des
PN circulants

Nous avons étudi¢ I’effet de différentes concentrations du peptide Apa. fibrillaire
(5uM, 10uM, 20uM) sur 1’état d’activation des PN. Nous avons constaté qu’a forte
concentration (20uM), le peptide AP semble excercer un effet activateur sur les PN. En
effet, une tendance a I’augmentation de 1’expression du CD11b ainsi qu’une diminution
significative de 1’expression du CD62L ont été observés par rapport aux échantillons incubés
en présence de PBS. Ces résultats reflétent d’une part, le clivage protéique du CD62L de la
surface des PN et d’une part, la translocation des stocks intracellulaires du CD11b vers la

membrane plasmique. Cependant, le peptide As4. fibrillaire n’exerce aucun effet sur la
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production de FRO par les PN.
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Figure 32 : Effet du peptide APs fibrilllaire sur le niveau d’expression du CD11b,
CD62L a la surface des PN et la production des FROs.

(A)Les échantillons de sang total ont été soit conservés a 4°C, soit incubés a 37°C en présence de PBS
ou de différentes concentrations du peptide Aps fibrillaire. (B)Aprés charge par la DHE, les
échantillons de sang total ont été prétraités a 37°C en présence de PBS ou de de différentes
concentrations du peptide Afs fibrillaire pendant 45 min & 37°C puis incubés en présence de fMLP
pendant 5 min. Les résultats sont exprimés en moyenne d’intensité de fluorescence (MIF) et les
valeurs sont exprimées en moyenne + SEM. La mesure a été réalisée chez des témoins (n=3).

Effet du peptide AP fibrilllaire sur I’homéostasie des PN circulants

Afin de Vvérifier si le peptide APz fibrillaire altére 1’homéostasie des PN circulants,
nous avons déterminé le pourcentage des sous-populations sénescente et immunosuppressive
des PN dans les échantillons de sang total apres incubation des échantillons de sang total en

présence de différentes concentrations de Apa2 fibrillaire.

Le pourcentage de sous-populations des PN n’est pas significativement différent
comparativement aux échantillons de sang total incubés en présence de PBS. Par conséquent,
le peptide APa: fibrillaire n’a aucun effet sur 1’équilibre de ces deux sous-populations des PN

circulant dans les conditions expérimentales utilisées.
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Figure 33 : Effet du peptide Apa42 sur les sous-populations des PN.

Les échantillons de sang total ont été incubés en présence de PBS ou de différentes concentrations du
peptide ABs, pendant 5 heures a 37°C. Les résultats sont exprimés en moyenne d’intensité de
fluorescence (MIF) et les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM. La mesure a été réalisée chez
des témoins (n=4).

Conclusion

L’étude in vivo réalisée a partir de prélevements effectués chez 38 patients et 15 témoins,
nous a permis de mettre en évidence chez les patients des modifications phénotypiques et
fonctionnelles des PN différentielles en fonction du type de pathologie:

1) Pour les deux groupes de patients (MA atypique ou Tauopathie non MA), nous
observons :

- un état d’hyperactivation basale des PN caractérisé par une augmentation de
I’expression de la molécule CD11b, une diminution de I’expression du CD62L et une
augmentation de la production basale de FRO.

- une altération de I’homéostasie associée a une augmentation du ratio de la population

sénescente et de la population immunosuppressive.

2) Pour les patients atteints de MA atypique, nous observons de plus :
- une hyperréactivité des PN en termes de production de FRO.

- une réduction de la capacité de phagocytose.
Les expériences effectuees ex vivo ont montré que le peptide ABs2 module I’expression

des molécules d’adhérence mais n’exerce aucun effet sur la production de FRO par les PN ni

sur I’équilibre des sous-populations de PN sénescente et immunosuppressive.
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Discussions et perspectives

Discussions et perspectives

I. Altérations phénotypiques et fonctionnelles des PN circulants chez les patients atteints
de Maladie d’Alzheimer

Nos résultats montrent chez les patients atteints de MA au stade de démence en
comparaison avec les témoins appariés en &ge une hyperactivation des PN circulants
caractérisée par une modulation de I’expression des molécules d’adhérence a la surface des
PN a I’¢état de repos associée a une augmentation de la production des FRO par les PN a I’état
basal. De plus, nous avons observé chez ces patients une augmentation de la capacité des PN
a produire des FRO en réponse a une stimulation ainsi qu’une augmentation de la NETose
intravasculaire et une augmentation de la mort des PN par apoptose et nécrose. Ces
altérations, qui ne sont pas observées chez les patients atteints de MA au stade prodromal,
sont associées a une altération de ’homéostasie des PN caractérisée par une augmentation du
ratio entre la sous-population hyperactive sénescente et la  sous-population
immunosuppressive. De telles altérations des PN pourraient jouer un rdle important dans les
processus pro-inflammatoires systémiques et pourraient favoriser la progression de la maladie.
Dans ce cadre, nous avons observé de fagon importante, que I’hyperactivation basale et
I’altération de I’homéostasie des PN circulants sont plus importantes chez les patients MA

évoluant rapidement par rapport aux patients évoluant lentement.

I.1. Hyperactivation des PN circulants

Nos résultats démontrant un état d’hyperactivation basale des PN sont en accord avec
des données publiées antérieurement rapportant une augmentation de I’expression au niveau
des PN des patients du CD11b (Scali et al., 2002), HLA-DR et COX2 (Fiala et al., 2005) et
des sous-unités p47phox et gp91phox de la NADPH oxydase (Bruce-Keller et al., 2010) ainsi
qu’une diminution de ’expression du CD16 (Le Page et al., 2017). De plus, des taux élevés
de lipocaline associée a la gélatinase (un composant pro-inflammatoire des granules
azurophiles) (Nauté et al., 2015).

L’hyperactivation des PN chez les patients AD pourrait jouer un rdle dans

I’inflammation aigué et chronique systémique, rapportée comme impliquée dans le déclin

cognitif au cours de la MA, et ce via 3 mécanismes majeurs:
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1) L’augmentation de la production de FRO combinée a I’augmentation de la

NETose intravasculaire.

Les FRO induisent des altérations lipidiques, protéiques, et des atteintes des acides
nucléiques qui sont nécessaires en cas d’infection a la destruction du pathogéne mais qui
également peuvent entrainer des lésions tissulaires et vasculaires. Ainsi, une production
excessive et/ou inappropriée de FRO a été impliquée dans la physiopathologie de nombreuses
maladies inflammatoires chroniques, telles que les maladies cardiovasculaires (Igbal et al.,
2013). La surproduction de FRO par les PN circulants pourrait également contribuer a la perte
d’intégrité de la BHE ; en effet, I’étude de la micro-vasculature cérébrale chez les patients AD
montre une dysfonction de la BHE et la sévérité de cette altération a été associée a la
progression de la maladie (Bowman et al., 2007). En effet, les FRO peuvent modifier les
protéines des jonctions serrées de la barriere hémato-encéphalique, telles que ZO-1 et
Claudine-5 (Abdul-Muneer et al., 2013). Les FRO constituent par ailleurs un signal
déclenchant majeur dans 1’activation de la MMP-9. La MMP-9 a notamment été rapportée
comme jouant un role important dans I’altération de la BHE dans le cadre de I’ischémie
cérébrale (Gridday et al., 2005). Dans notre travail, nous avons observé une diminution de
I’expression de TIMP-1, inhibiteur spécifique de la MMP-9 ; Celle-ci pourrait étre expliquée
par la production excessive des FRO qui est capable d’activer la MMP-9 et inhiber
I’expression de TIMP-1 de maniere dépendante de la protéine-tyrosine kinase (Haorah et al.,
2007). Cette diminution est associée a une augmentation du ratio MMP-9/TIMP-1, ce qui
refléte une augmentation de 1’activité de la MMP-9. Ce ratio est de plus positivement corrélé
avec la production des FRO chez les patients MA. La production excessive des FROs
observée chez les patients AD-D pourrait donc altérer 1’intégrité de la BHE de maniére directe,
ou de maniére indirecte via la MMP-9, qui augmenterait la perméabilité de la BHE et

favoriserait les processus inflammatoires au niveau cérébral.

Parallelement, 1’hyperproduction de FRO pourrait participer a 1’augmentation de la
formation des NETs et expliquer en partie 1’augmentation de la NETose intravasculaire
observée dans notre étude. En effet, le rdle des FRO dans la NETose est admis (Hakkim et al.,
2011). Les NETSs peuvent en cas d’infection, assiéger les pathogenes et les détruire, mais ils
peuvent aussi induire des réponses cytotoxiques, pro-thrombotiques, ou auto-immunitaires qui
amplifierait 1’inflammation systémique chez ces patients. Par exemple, la quantité de NETs
est importante dans les expectorations de patients atteints de la mucoviscidose contribuant a

leur viscosité (Manzenreiter et al., 2012). Une infiltration des NETs a également été observée
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dans le tissu synovial de patients atteints de la polyarthrite rhumatoide, et ces NETS
pourraient induire la production des cytokines pro-inflammatoires, telles que I’IL-6 et I’IL-8
(Khandpur et al., 2013)

2) L’augmentation de la mort des PN par apoptose et par nécrose.

L’entrée des PN en apoptose est fondamentale pour la résolution efficace de
I’inflammation alors que la mort par nécrose induit la libération excessive du contenu
intracellulaire cytotoxique des PN conduisant aux lésions tissulaires responsables des
dysfonctionnements des organes (Savill et al., 2002). Nous avons observé dans notre étude
une augmentation de 1’apoptose spontanée des PN circulants ainsi qu'une diminution de leur
survie en réponse a la simulation. Ces résultats pourraient étre li¢ a I’hyperactivation des PN
capable d’induire leur entrée en apoptose (Aleman et al., 2005). La survie diminuée des PN
induite par les différents stimuli pro-inflammatoires que nous observons chez les patients
atteints de la MA pourrait étre liée a des anomalies dans les voies de signalisation, notamment
les voies NF-«xB et PI3-K (McCracken and Allen, 2014). Il serait donc intéressant d’analyser
ces différentes voies de signalisation chez les patients. L’apoptose accrue des PN chez les
patients de la MA pourrait expliquer les déficits fonctionnels des PN gque nous avons observé
chez les patients. La chimiotaxie des PN est diminuée chez les patients notamment au stade
démence, ce, qui pourrait réduire leur capacité de migration en réponse a un agent infectieux.
De plus, nous avons observé chez les patients une diminution de la phagocytose des PN,
processus crucial dans la défense de I’hote contre les pathogenes qui fait intervenir un grand
nombre de récepteurs membranaires de reconnaissance. L’étude ayant été réalisée avec des
bactéries opsonisées, ce résultat indique un défaut intrinseque de la capacité de phagocytose
qui pourrait étre lié a une altération de la signalisation des récepteurs au complément CR1 et
CR3 ou des récepteurs Fcy, notamment le CD16 comme nous le discuterons ci-dessous
(Amoras et al., 2003). Ces déficit fonctionnels des PN chez les patients MA pourraient
augmenter la susceptibilité aux infections bactériennes et fungiques, et ainsi participer a
I’amplification des processus inflammatoires chez ceS patients. L’augmentation du
pourcentage de PNs nécrotiques, qui libérent leur contenu intracellulaire toxique dans le

milieu environnant, contribuerait également a ces processus.

3) Ladiminution de I’expression du CD16b a la surface des PN
Le CD16b est un récepteur aux fragments Fc des 1gG associé a une GPI (« Glycosyl

Phosphatidyl inositol »). En accord avec les données rapportées par 1’équipe de Tamas Fiilop
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(Le Page et al., 2017), nous avons observé une diminution de I’expression du CD16b a la
surface des PN circulants. Cette diminution est & rapporter a un clivage protéolytique liee a
I’activation des PN. Ce clivage fait notamment intervenir 1’activation de la MMP-9, ce qui est

en accord avec nos résultats (Moldovan et al., 1999).

La diminution de I’expression du CD16b chez les patients pourrait participer a :

- la diminution de la capacité de phagocytose des PN, intervenant dans la diminution
des signaux d’activation induite par ces récepteurs (Rivas-Fuente et al., 2010). Outre
le fait d’augmenter la susceptibilité des patients aux infections cette diminution de la
phagocytose pourrait étre impliquée dans la diminution de 1’élimination de débris
cellulaires nécrotiques et de ce fait dans I’amplification de la réponse inflammatoire
(Gabelloni et al., 2013).

- la diminution d’¢limination des complexes immuns de la circulation ce qui
contribuerait a amplifier ’activation des PN (Chen et al., 2012).

- 1’augmentation de I’apoptose des PN. Le CD16b inhibe en effet I’entrée des PN en
apoptose en altérant 1’expression de cytokines (comme PTPN-11, « Tyrosine-protein
phosphatase non-receptor type 11 ») au niveau des radeaux lipidiques (Yang et al.,
2018).

Afin de déterminer le réle du clivage excessif du CD16b dans les processus
inflammatoires au cours de la MA, il serait intéressant de doser le CD16b soluble dans le

sérum des patients et de 1’associer aux différents paramétres étudieés.

En accord avec une étude précédente (Holmes et al., 2011), nous constatons des taux
élevés de cytokines pro-inflammatoires, telles que IL-1pB, IL-6, IL-8 et TNFa, connues pour
activer les PN, ainsi qu’une diminution de cytokines anti-inflammatoires, tells que IL-10 au
niveau plasmatique. De plus, les taux de I’'TL-6 et de 1’I1L-8 sont positivement corrélés avec les
marqueurs d’activation des PN. Ces résultats suggerent I’établissement d’un environnement

pro-inflammatoire, influencant I’état d’activation des PN et aussi leur homéostasie.

I.2. Altération de I’homéostasie des PN circulants
Nous avons observé une altération de I’homéostasie des PN circulant chez les patients
AD-D, caractérisée par un ratio augmenté entre la sous-population de PN sénescents

hyperactifs et la sous-population de PN immunosuppressifs.
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L’expansion de la population de PN sénescents pourrait €tre liée en partie a

I’environnement inflammatoire systémique au cours de la MA et notamment la présence de

taux élevés des cytokines pro-inflammatoires périphériques. Nous avons notamment observé

une corrélation entre les taux circulants d’IL-6 et d’IL-8 et le pourcentage de la sous-

population sénescente chez les patients MA, Cette expansion de la population sénescente

pourrait étre impliquée dans la physiopathologie de la MA via les mécanismes suivants :

Implication dans I’augmentation de la production de FRO par les PN circulants et de la
NETose intravasculaire, dont nous avons discuté les conséquences précedemment.
Comme nous I’avions vu, une des conséquences majeures de la surproduction de FRO
par les PN dans le cadre de la MA impliquerait des altérations de la BHE. Il serait
particulierement intéressant in vitro d’étudier I’effet de différentes populations de PN,
dont la population sénescente, purifiées a partir de prélévement sanguin de témoins et
de patients sur I’intégrit¢é de la BHE grace a un modele in vitro intégré (culture
organotypique d’hippocampe de rat) (Morin-Brureau et al., 2011) .

Implication dans Dinfiltration de PN au niveau cérébral. Les PN sénescents sont
supposés avoir un tropisme élevé pour les tissus (Uhl et al., 2016). Ainsi, les
modifications de I’homéostasie des PN circulants que nous observons pourraient
expliquer Dinfiltration de PN au niveau cérébral récemment rapportée et éEtre
impliquées dans les processus neuro-inflammatoires (Zenaro et al., 2015).

Implication dans les dépéts de peptide amyloide cérébral. Nous avons observeé chez les
patients atteints de la MA une corrélation positive entre la charge amyloide (PiB) et le
pourcentage de la sous-population sénescente ainsi que la surproduction de FRO par
les PN. Les résultats obtenus suggerent que la sous-population sénescente puisse
moduler le dépdt du peptide amyloide au niveau cérébral. Comme nous 1’avons
discuté ci-dessus, les FRO constituent un élément clé dans les altérations de la BHE ;
or la perte d’intégrit¢ de la BHE a été impliquée dans la production du peptide
amyloide a partir de son précurseur et la réduction de sa clairance ce qui aboutirait &
I’accumulation du peptide amyloide dans le cerveau (van de Haar et al., 2015). De
plus, le pourcentage de la sous-population sénescente est positivement corrélé avec le
taux de la protéine Tau phosphorylée au niveau du LCR. Cette observation est
conforme a une étude antérieure qui a démontré que I’inflammation systémique
favorise la pathologie de la protéine Tau dans un modele murin 3xTg-AD. La
déplétion des PN dans ce modele réduit la quantité de protéines Tau phosphorylées
(Zenaro et al., 2015).
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- Implication dans la modulation de 1’activation microgliale. De fagon intéressante, le
pourcentage de la sous-population sénescente est négativement corrélé avec
I’activation microgliale, mesurée par le traceur ®F-DPA-714. Le role de I’activation
des microglies varie en fonction du stade de la maladie. Il a été rapporté que
I’activation des cellules microgliales pourrait jouer un réle protecteur chez les patients
MA au stade précoce (Fan et al., 2017). La corrélation négative suggere que la sous-
population sénescente pourrait favoriser la progression de la maladie, et son role
délétere a été confirmé par une expansion de cette sous-population chez les patients
FD (Fast Decliner).

Parallelement nous avons observé une modification du pourcentage de la sous-
population immunosuppressive qui differe en fonction du stade de la maladie : ce pourcentage
est augmenté au stade prodromal alors qu’il est diminué au stade de démence. Cette
population est caractérisée par de faibles propriétés pro-inflammatoires caractérisées par une
diminution de la production des FRO et de la phagocytose des PN. L’augmentation des PN
immunosuppressifs chez les patients MCI pourrait expliquer la diminution de la production
des FRO chez ces patients en réponse aux stimuli différents. A I’inverse, le faible pourcentage
de PN immunosuppressifs chez les patients au stade démence entraine une augmentation du
ratio et participerait donc a 1’augmentation de la production de FRO et donc a I’inflammation

systémique.

Récemment, il a été montré dans un modéle murin de la MA, un effet bénéfique des
Tregs sur la progression de la maladie (Dansokho et al., 2016). Or, de maniére intéressante, il
a été suggéré que la sous-population de PN immunosuppressifs 1L10" favorise la
différenciation des Tregs (Perobelli et al., 2016). 11 serait intéressant d’évaluer la production
d’IL-10 au sein de la sous-population de PN CD16b®9"/CD62LY™ étudiée lors de notre
travail et étudier son action sur la différenciation des Tregs. Nous pouvons en effet speculer
que la diminution de cette sous-population pourrait alors intervenir en diminuant la
différenciation des Tregs participant ainsi a la progression de la maladie. Des résultats
préliminaires chez 20 patients MA nous ont notamment permis de mettre en évidence une
corrélation positive entre la diminution du pourcentage de PN immunosuppresseurs et la
diminution du pourcentage de Tregs (Fig 33). Ces données suggerent que 1’altération de

I’homéostasie des PN circulants pourrait entrainer une diminution de la fréquence des cellules
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Tregs, pour lesquelles nos travaux récents ont montre un réle bénéfique sur la progression de
la maladie (Dansokho et al., 2016).
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Figure 34 : Corrélation positive entre le pourcentage de PN immunosuppressifs et le
pourcentage de cellules T régulatrices.

Le pourcentage de PN immunosuppresseurs CD16b°"9"/CD62LY™ et le pourcentage de Tregs
Foxp3"" CD25"" on été déterminés par cytométrie en flux aprés marquage avec des anticorps
monoclonaux spécifiques. La corrélation a été réalisée par une analyse de corrélation partielle

linéaire et ajustée a l’dge et au score CDR (Clinical Dementia Rating).

Parallélement, les Tregs sont capables d’inhiber les fonctions des PN et d’induire leur
apoptose. La balance des interactions entre PN et Tregs pourrait ainsi constituer un élément
critique déterminant le réle des PN dans la physiopathologie de la MA. Ceci nous conduira a
rechercher chez ces patients MA une éventuelle corrélation entre le phénotype des PN
circulants, notamment 1’augmentation du ratio PN sénescents/PN immunosuppressifs et le

pourcentage des Tregs.

Enfin, la sous-population de PN immunosuppressif est caractérisée par une forte
expression du CD16b. il serait donc intéressant d’étudier son implication dans la voie de

signalisation du CD16b et la diminution de la phagocytose observée chez les patients.
I1. Anomalies de I’expression génique des PN au cours de la MA

Les modifications phénotypiques associées a 1’activation des PN impliquent des

réarrangements de localisation subcellulaires de molécules pré-existantes. Par exemple,
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I’activation des PN conduit au regroupement des différents composants de la NADPH
oxydase, épars dans le PN au repos, au niveau de la membrane plasmique afin de permettre
son activité. L’activation augmente également la capacité des PN a synthétiser de novo des
protéines telles que des cytokines ou des chimiokines bien que les PN possedent 10-20 fois
moins d’ARN que les autres leucocytes. Le séquencage transcriptomique a donc été effectué

sur les échantillons d’ARN de sujets sains et de patients MA.

Nous avons observé que les PN des patients MA présentent une up-régulation de
transcripts dont les fonctions sont associées a des réponses immunes et inflammatoires mais
¢galement a 1’organisation du cytoplasme et du cytosquelette. Dans ce cadre, le cytosquelette
d’actine est nécessaire pour la translocation de vésicules a la membrane plasmique impliquée
notamment dans la formation du complexe NADPH oxydase actif. Des fonctions associées a
la sénescence et la mort cellulaire, des voies de signalisation, les métabolismes des acides
nucléiques, des lipides et des protéines, au processus d’ubiquitination sont également

augmentées.

L’expression de 18 génes des PN est notamment significativement accrue chez les
patients AD-D par rapport aux témoins alors qu’aucune différence n’a été observée au stade
prodromal. Parmi ces 18 genes, 7 génes (TAP-1, CD83, CTLA-4, TMIGDZ2, S100B, EDAR, et
MDS2) participent a I’inflammation et a la défense de I’hote. L’augmentation de 1’expression
des génes CD83 et CTLA-4, montrée par le séquencage de I’ARN, est associée a 1’expression
augmentée de ces molécules a la surface des PN chez les patients AD-D. Le CD83, marqueur
des cellules dendritiques matures, est impliqué dans I’activation des cellules T. La présence
de cytokines et de peptides bactériales peuvent également induire 1’expression du CD83 au
sein des PN in vitro, et cette expression est élevée chez les patients présentant des maladies
inflammatoires chroniques (Iking-Konert et al., 2002). Etant donné que le TNF-a induit
préférentiellement la synthése du CD83 (Berkow and Dodson, 1988), 1’augmentation de son
expression au sein des PN pourrait étre liée a 1’augmentation des taux de TNF-a circulant
observée chez les patients AD-D. L’expression élevée du CD83, ainsi que I’augmentation de
I’expression de TAP-1 (« Transporter associated with Antigen Processing-1), impliqués dans
les étapes proteolytiques du processing, par les PN, des antigénes dépendants des molécules
CMH-1 (Potter and Harding, 2001), suggérent que les PN des patients AD-D pourraient
fonctionner comme des cellules présentatrices d’antigenes, et donc avoir un impact important

sur les cellules T. Le géne CTLA-4 code pour la molécule « Cytotoxic T-Lymphocyte
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Associated Protein 4 » (CD152) qui transmet des signaux inhibiteurs aux cellules T et a été
impliquée dans la régulation des PN (Abrams et al., 2000). Il aurait été intéressant d’étudier

I’interaction entre les PN et les cellules T via la voie de signalisation du CTLA-4.

Nous avons également mis en évidence une augmentation de I’expression de 4 génes
(SIK-1, CRIP2, GRASP et AK-5) qui sont impliqués dans la régulation des voies de
signalisation. Les molécules SIK-1(« Salt-inducible kinase 1 ») et CRIP2 (« Cysteine rich
protein 2 ») inhibent la voie de signalisation NF-kB induite par les PN en réponse aux
médiateurs pro-inflammatoires, tels que les agonistes du TLR (Yong Kim et al., 2013 ;
Cheung et al., 2011) L’augmentation de la transcription des ces molécules chez les patients
AD-D pourrait expliquer la diminution de la capacité des PN & produire des cytokines et des
chimiokines que nous avons observée, en accord avec les données récentes ( Le Page et al.,
2017), et ce malgré 1’état d’activation des PN. Ceci pourrait également intervenir dans la
diminution de la survie des PN apres stimulation par les agonistes des TLR qui implique
I’activation de la voie NF-kB (Francois et al., 2005). La molécule GRASP (« General
receptor for Phosphoinositides 1 associated ») induit I’activation de la GTP-ase ARF-6
(« ADP-ribosylation factor-6 ») qui a été impliquée dans la dégranulation et I’explosion
oxydative des PN (El Azreq et al., 2010). L’expression augmentée de GRASP pourrait donc
intervenir dans 1I’augmentation de la production de FRO par les PN observée chez les patients
AD-D. De facon identique, AK5 est une adénylate kinase qui permet la génération d’AMP
cycligue (CAMP). De facon intéressante, alors que le CAMP inhibe la production de FRO par
les PN chez les sujets jeunes, il augmente cette production chez les sujets ages (Chaves et al.,
2007). A I’inverse, il a été rapporté une diminution de 1’expression d”’AK-5 au niveau cérébral
chez les patients MA (Ansoleaga et al., 2015). 1l serait intéressant de rechercher d’éventuelles
associations entre I’augmentation de 1’expression du géne AK5 au sein des PN, 1’altération des

fonctions de ces cellules et la progression de la MA.

De plus, nous avons observé chez les patients AD-D une augmentation de 1’expression
des génes DTX-1 et PSMB-8 qui codent pour des molécules impliquées dans le processus
d’ubiquitination nécessaire a la dégradation des protéines par le protéasome. Or, la
dégradation de protéines par le protéasome a été impliquée dans la mort des PN par apoptose
ou par NETose (Pashevin et al., 2015 ; Derouet et al., 2004).
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Enfin, la BAGALNT3 (« Beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyltransferase-3 ») transforme
la N-acétylgalactosamine en LDN («N,N-prime-diacetyllactosediamine»), une partie de la
structure terminale des N-glycanes a la surface (lkehara et al., 2006), qui pourraient
influencer 1’état d’activation des PN (Patras et al., 2017).

I11. Les altérations phénotypiques et fonctionnelles des PN sont associées a la rapidité
d’évolution de la maladie : implications en clinique

Nous avons observé que I’hyperactivation et les altérations de 1’homéostasie des PN
étaient plus importantes chez les patients MA évoluant rapidement par rapport aux patients
évoluant plus lentement. Ces résultats suggerent pour la 1léere fois que le phénotype des PN
pourrait étre associé a la rapidité du déclin cognitive au cours de la MA (Patent
EP17305342.2).

Ainsi le phénotype des PN et notamment le ratio des sous-populations de PN
périphériques senescents/immunosuppressifs pourrait server de biomarqueur sanguin
pronostique innovant de la progression de la MA. De méme, le phenotype des PN pourrait
représenter un biomarqueur sanguine important pour 1) classifier les patients en fonction de
leur taux attendu de progression de la maladie lors des essais thérapeutiques, et 2) suivre

I’efficacité de ces traitements.

Enfin, notre travail ouvre de nouvelles perspectives pour le développement de
nouvelles stratégies d’immunothérapie au cours de la MA basées sur la modulation des PN,
en particulier en ré-équilibrant le ratio PN sénescents/PN immunosuppressifs ou en diminuant

I’activation des PN.

En effet, certains inhibiteurs de la NADPH oxidase (comme NOX-1 et -4), ciblant a
diminuer 1’état d’activation des PN, ont dé¢ja été mis en place dans les modeles animaux et

aussi chez les patients atteints de cancer (Bonner and Arbiser, 2012).

IV. Anomalies phénotypiques et fonctionnelles des PN circulants chez les patients
atteints de MA atypique ou de Tauopathie non MA.
Le peptide amyloide APs2 et/ou la protéine Tau pourraient jouer un role instrumental

direct dans les altérations phénotypiques et fonctionnelles des PN circulants que nous avons
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montré chez les patients MA, ce qui nous a conduit a poursuivre I’étude en incluant des

patients atteints de MA atypique et des patients atteints de Tauopathie non MA.

Notre étude a permis de mettre en évidence chez les patients atteints de MA atypique
ou de Tauopathie non MA des modifications similaires a celles observées chez les patients
MA a savoir : 1) un état d’hyperactivation basale des PN caractérisé par une augmentation de
I’expression de la molécule CD11b, une diminution de I’expression du CD62L et une
augmentation de la production basale de FRO ; 2) une altération de 1’homéostasic des PN
caractérisée par une augmentation du pourcentage de la population sénescente conduisant a
une augmentation du ratio PN sénescents/PN immunosuppressifs et de la population

immunosuppressive .

Par contre, certaines anomalies mises en évidence chez les patients MA n’ont été
retrouvees que chez les patients atteints de MA atypique, a savoir :1) une hyperréactivité des
PN en termes de production de FRO, 2) une réduction de la capacité de phagocytose, 3) une
diminution de la sous-population de PN immunosuppressifs. Les conséquences
physiopathologiques de ces anomalies ont été précédemment discutées. Ces anomalies qui
apparaissent comme spécifiques de la pathologie amyloide, pourraient étee utiles dans le
diagnostic différentiel entre MA et Tauopathies non MA. Notre étude devra donc étre

poursuivie a une plus large échelle afin de confirmer les résultats obtenus.

Par ailleurs, les expériences effectuées ex vivo ont montré que le peptide Aps2 module
I’expression des molécules d’adhérence mais n’exerce aucun effet sur la production de FRO

par les PN ni sur I’équilibre des sous-populations de PN sénescente et immunosuppressive.

D’autres expériences in vitro devront étre réaisées en modifiant les conditions
expérimentales notamment le temps d’incubation. Par ailleurs, nous avons montré que
certaines cytokines pro-inflammatoires modulent in vitro la fréquence des sous-populations de
PN. Il sera intéressant de définir si un éventuel « priming » des PN par le peptide amyloide
AP constitue un signal initiateur de la modulation de I’homéostasie des PN en synérgie avec
certaines cytokines pro-inflammatoires. Enfin, I’effet modulateur potentiel de la protéine Tau

phosphorylée ou non sera a définir.
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V. Etude de la Migration réverse des PN au cours de la MA

Il a été découvert I’existence d’une sous-population de PN ayant une capacité de
migration réverse du milieu tissulaire vers le milieu endovasculaire et qui aurait pour but
d’éliminer les PN en excés dans le tissu et ainsi de limiter les dommages tissulaires. Une
molécule actuellement trés étudiée est JAM-C (« Junctionnal Adhesion Molecule-C ») qui est
exprimée de fagon ubiquitaire a la surface des cellules endothéliales (Colom et al., 2015) et
qui est impliquée dans les phénomeénes d’infiltration leucocytaire dans les tissus. Ce
phénomene de migration réverse pourrait transformer une inflammation locale stérile en une
inflammation systémique et a notamment été impliqué au cours de 1’ischémie cérébrale aigué
aggravant le pronostic fonctionnel et vital des patients (Hirano et al., 2016). En effet, les PN
en migration réverse quittent le site de I’inflammation et se répartissent dans 1’ensemble de la
circulation sanguine ; ils peuvent alors migrer dans d’autres organes contribuant a des lésions

organiques additionnelles et une inflammation systémique.

Il serait intéressant de doser chez les patients MA, le taux circulant de la molécule
JAM-C et d’étudier la sous-population de PN exprimant fortement ICAM-1"9" (CD54)

marqueur associé a la migration reverse.

VI. Implication du Microbiote intestinal dans les altérations des PN chez les patients
MA

Les composants du microbiote oral ont été impliqués dans la MA (Shoemark and
Allen., 2015), et la modulation du microbiote intestinal a aussi été décrite (Cattaneo et al.,
2017). Le microbiote intestinal favorise I’inflammation au niveau cérébral par sa propriété
inflammatoire et son implication au cours de l’inflammation systémique. De plus, il a
récemment été rapporté que I’adhésion des bactéries filamenteuses segmentées, appartenant a
la Fluore commensale, aux cellules épithéliales intestinales jouait un role clé dans I’induction

des cellules Th17 (Atarashi et al., 2016).

Parallélement, une étude récente a montré que la sénescence des PN est régulée par le
microbiote ; cette régulation implique la voie des TLR. De plus, dans un modéle murin de
drépanocytose, une pathologie caractérisée par des épisodes répétés de vaso-occlusion dans
laquelle les PN jouent un réle clé, ’expansion de la sous-population de PN sénescents est
contre-carrée par la déplétion du microbiote qui réduit également les crises vaso-occlusives et

amélore significativement la survie des souris (Zhang et al., 2015). Les altérations du
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microbiote pourraient donc contribuer a 1’expansion des PN senescents chez les patients MA.
La manipulation du microbiote pourrait donc influencer la progression de la maladie en
modulant I’homéostasie des PN et diminuant le stress oxydatif. Des études ultérieures dans ce
domaine sont nécessaires. Nous pourrions donc utiliser un modele murin afin de déterminer le
réle du microbiote au cours des processus inflammatoires associés a la MA, et aussi définir

son impact sur 1’état d’activation des PN ainsi que ses sous-populations en termes de
symptomatologie de la MA.
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La 1° partie de mon travail a permis de montrer chez les patients atteints de MA au
stade de démence en comparaison avec les témoins appariés en &ge une hyperactivation des
PN circulants caractérisée par une modulation de I’expression des molécules d’adhérence a la
surface des PN a 1’état de repos associée a une augmentation de la production des FRO par les
PN a I’état basal. De plus, nous avons observé chez ces patients une augmentation de la
capacité des PN a produire des FRO en réponse a une stimulation ainsi qu’une augmentation
de la NETose intravasculaire et une augmentation de la mort des PN par apoptose et nécrose.
Ces altérations, qui ne sont pas observées chez les patients atteints de MA au stade prodromal,
sont associées a une altération de I’homéostasie des PN caractérisée par une augmentation du
ratio entre la sous-population hyperactive sénescente et la  sous-population
immunosuppressive PMN. De telles altérations des PN pourraient jouer un role important
dans les processus pro-inflammatoires systémiques et pourraient favoriser la progression de la
maladie notamment via des altérations de la BHE. Il serait particulierement intéressant in
vitro I’effet de différentes populations de PN, dont la population sénescente, purifiées a partir
de prélévement sanguin de témoins et de patients sur I’intégrité de la BHE grace a un modéle
in vitro intégré. Nous avons également observé de facon importante, que I’hyperactivation
basale et ’altération de 1’homéostasie des PN circulants sont plus importantes chez les
patients MA évoluant rapidement par rapport aux patients évoluant lentement. Le phénotype
des PN pourrait donc représenter un bio-marqueur prédictif sanguin innovant. Par ailleurs, nos
résultats ouvrent de nouvelles perspectives pour le développement de nouvelles stratégies
d’immunothérapie au cours de la MA basées sur la modulation des PN, en particulier en ré-
équilibrant le ratio PN sénescents/PN immunosuppressifs ou en diminuant 1’activation des

PN.

Le peptide amyloide AB. .. et/ou la protéine Tau pourraient jouer un réle instrumental
direct dans les altérations phénotypiques et fonctionnelles des PN circulants que nous avons
montré chez les patients MA, ce qui nous a conduit & poursuivre I’étude en incluant des
patients atteints de MA atypique et des patients atteints de Tauopathie non MA. Notre étude a
permis de mettre en évidence chez les patients atteints de MA atypique ou de Tauopathie non
MA des modifications similaires a celles observées chez les patients MA a savoir : 1) un état
d’hyperactivation basale des PN 2) une augmentation du pourcentage de la population
sénescente conduisant a une augmentation du ratio PN sénescents/PN immunosuppressifs. Par

contre, certaines anomalies mises en évidence chez les patients MA n’ont été retrouvées que
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chez les patients atteints de MA atypique, a savoir :1) une hyperréactivité des PN en termes
de production de FRO, 2) une réduction de la capacité de phagocytose, 3) une diminution de
la sous-population de PN immunosuppressifs. Ces anomalies qui apparaissent comme
spécifiques de la pathologie amyloide, pourraient étre utiles dans le diagnostic différentiel
entre MA et Tauopathies non MA. Notre étude devra donc étre poursuivie a une plus large
échelle afin de confirmer les résultats obtenus. Par ailleurs, les expériences effectuées ex vivo
ont montré que le peptide ABs2 module 1’expression des molécules d’adhérence mais n’exerce
aucun effet sur la production de FRO par les PN ni sur I’équilibre des sous-populations de PN
sénescente et immunosuppressive. D’autres expériences in vitro devront étre realisees et il
sera intéressant de définir si un éventuel « priming » des PN par le peptide amyloide AP
constitue un signal initiateur de la modulation de I’homéostasie des PN en synérgie avec
certaines cytokines pro-inflammatoires. Enfin, I’effet modulateur potentiel de la protéine Tau

phosphorylée ou non sera a définir.
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Abstract

The aim of our study was to analyze polymorphonuclear neutrophil (PMN) functions in elderly individuals compared with those in healthy
young participants, directly in whole blood to avoid issues with data interpretation related to cell isolation procedures. Despite the presence
of increased circulating levels of proinflammatory cytokines, resting PMNs from the elderly individuals were not activated as shown by
normal CD62L and CD11b expression at the PMN surface and normal constitutive reactive oxygen species (ROS) production. However,
suboptimal stimulation induced modulations of CD62L and CD11b expression, which positively correlated with the interleukin-6 circulating
level, suggesting a possible in vivo preactivation of old PMNs by this cytokine. In addition, PMN phagocytosis of opsonized Escherichia
Coli was decreased in elderly individuals. Furthermore, upon preincubation of elderly whole-blood samples with tumor necrosis factor-a or
Toll Receptor agonists, we observed a reduced PMN oxidative burst in response to formyl peptides. Elderly participants also exhibited an
increased percentage of the immunosuppressive CD16%%/CD62L%" PMN subpopulation, which was characterized by a lower phagocytic
index and a reduced ROS production compared with the CD16"#/CD62L"%" subset. Thus, the reduced phagocytosis and ROS production
associated with an expansion of immunosuppressive CD16"%"/CD62L% PMN subpopulation might be involved in the increased susceptibility
to bacterial and fungal infections with old age.

Keywords: Biology of aging—Human aging—Immunosenescence—Reactive oxygen species

The decline of immune competence is a well-established conse-
quence of aging. This decline, also referred to as immunosenescence,
is reflected by deregulation of the immune system, characterized by
changes in cellular phenotype and function, and alterations of whole
organs. These changes are believed to contribute to the increased
susceptibility to and severity of infectious diseases, cancer, and auto-
immune diseases, which characterize the individual of advance age
(1). In addition, the establishment of a chronic subclinical systemic
inflammatory state, termed inflammaging, is thought to participate
in accelerated immune aging (2).

The impact of aging on immunity has been mainly addressed
within the context of the acquired arm of the immune system, gen-
erally referring to the altered functions of CD4* and CD8* T lym-
phocytes (3). In contrast, knowledge concerning age-related defects
of the innate immune system is scarce (4,5). Among the cells of the
innate response, polymorphonuclear neutrophils (PMNs) play a very
important role in combating bacterial and fungal infections and also
potentiate inflammatory reactions in case of excessive or misdirected
responses. In response to pathogens, PMNs rapidly migrate from the
blood to inflamed tissues where their activation triggers microbicidal
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mechanisms, such as the release of proteolytic enzymes and antimi-
crobial peptides and the rapid production of reactive oxygen species
(ROS) in oxidative burst. After killing of microbes, PMNs die spon-
taneously, mainly by apoptosis (6). PMNs are exceptionally sensitive
to external stimuli such as proinflammatory cytokines, of which the
increased circulating levels have been described as a characteristic of
the inflammaging process. In particular, the priming effect of various
proinflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor (TNF)-a,
interleukin (IL)-8, and granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF), is critical for triggering the polymorphonuclear
neutrophil (PMN) oxidative burst in response to bacterial formyl
peptides (7,8). In addition, PMN activation by circulating microbial
products as well as proinflammatory cytokines promotes their sur-
vival and is a critical mechanism in their effectiveness against patho-
gens (9). Finally, IL-17 is a critical mediator in PMN recruitment,
migration, and activation (10).

Over the past few years, it has been demonstrated that PMN
chemotaxis (11), phagocytosis (12,13), extracellular trap forma-
tion (14,15), and rescue from apoptosis induced by proinflamma-
tory mediators (16-19) are altered with aging. However, there has
been a number of controversies related to some functions of old
PMNs, especially ROS production; in fact, some authors reported
a decreased ROS production with aging (17,20,21), whereas others
demonstrated normal (22) or increased (12,23,24) PMN oxidative
burst in the elderly individuals. Importantly, an issue raised by many
of these studies is the analysis of PMNs isolated from their blood
environment through various procedures that may differently mod-
ulate cell responses (25,26). In addition, the modulation through
aging of the immunosuppressive PMN subset CD16°##/CD62L%m,
which has been recently reported during severe injury (27,28), has
never been investigated.

The aim of the present study was to re-examine, in the elderly
individuals, PMN status such as the immunosuppressive CD16""/
CD62L%™ subpopulation and PMN functions including adhesion mol-
ecule expression, phagocytosis, ROS production, and survival. This
study was performed in whole-blood conditions in order to minimize
activation due to isolation procedures. This presents the advantage of
taking into account the proinflammatory cytokine environment.

Materials and Methods

Study Design and Patients

This cross-sectional study was performed in a cohort of 20 elderly
individuals, aged 70-91 years (mean age = 83 years; 7 = 8 men,
n = 12 women), from the Geriatrics Department of the Pitié
Salpétriere Hospital (Paris, France). Elderly individuals with malig-
nancies, acute diseases, or advanced stages of severe chronic diseases,
such as chronic inflammatory disease, atherosclerotic disease, con-
gestive heart failure, poorly controlled diabetes mellitus, renal or
hepatic disease, or chronic obstructive pulmonary disease, as well as
individuals under immunosuppressive therapy were excluded from
the study. For comparison, peripheral blood from 20 young healthy
control participants (7 men and 13 women), aged 23-35 years (mean
age = 31 years), was collected at the Etablissement Francais du Sang
(EFS, Pitié salpétriere Hospital, Paris, France) after ethical approval
for the use of such material by the institutional review committees of
INSERM and EFS (convention 12/EFS/079). The study was approved
by the local institutional ethics committee (Comité de Protection des
Personnes of the Pitié Salpétriere Hospital). After written informed
consent had been obtained from the patients and the controls, whole
blood was sampled, kept on ice, and transported immediately to

the laboratory. From fresh ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
blood, the determination of absolute neutrophil count was per-
formed using the Sysmex XE-500 Hematology Analyzer; absolute
T-cell counts were determined using CYTOSTAT tetraCHROME kits
on a FC500 cytometer (Beckman Coulter, Pasadena, CA) and ana-
lyzed with FlowCount Single Platform Method (Beckman Coulter).

Immunophenotyping of T Cells

The expression of cell surface molecules in the T-cell subpopulations
was assessed by 10-color flow cytometry (Gallios flow cytometer,
Beckman Coulter). The following fluorochrome-conjugated mono-
clonal anti human antibodies were used: CD45RA-FITC (clone
2H4), CD27-PE (clone 1A4CD27), CD28-ECD (clone CD28.2),
CD38-PCS.5 (clone T16), CCR7-PC7 (clone 3D12), CD8-AF700
(clone B9.11), CD3-AF750 (clone UCHT1), CDS57-Pacific Blue
(clone NC1),and CD4-Krome Orange (clone 13B8.2). All antibodies
were purchased from Beckman Coulter except for CCR7, which was
obtained from BD Biosciences (San Jose, CA). Samples of 100 pL of
fresh whole blood collected in EDTA tubes were labeled for 30 min-
utes at 4°C with a cocktail of antibodies. The blood was then lysed
with BD FACS lysing, and cells were then resuspended with Cell Fix
1X (BD Biosciences) (29).

Determination of Surface Molecule Expression on
Resting and Stimulated PMNs

Heparin whole-blood samples (500 pL) were either kept on ice or
incubated with phosphate-buffered saline (PBS), TNF-a (5 ng/mL) or
the following toll-like receptor (TLR) agonists: Pam,CSK, (TLR1/2
agonist, 1 pg/mL, Invivogen, San Diego, CA), lipopolysaccharide (LPS)
from Escherichia Coli serotype R515 (TLR4 agonist, 10 ng/mL, Alexis
Biochemicals, San Diego, CA) or CL097 (TLR7/8 agonist, 5 pg/mL,
Invivogen) for 45 minutes at 37°C. Samples were stained with PE-anti-
human CD11b (clone 2LPM19¢, Dakopatts, Glostrup, Denmark) and
APC-anti-human CD62L (clone DREG-56, BD Biosciences) as previ-
ously reported (29). In order to investigate the immunosuppressive
CD16"#/CD62L%™ PMN subset, samples kept on ice were incubated
for 30 minutes with FITC-anti-human CD16 (clone 1D3, Beckman
Coulter, Brea, CA), PE-anti-human CD11c¢ (clone 3.9, Sony Biotech,
San Jose, CA), PE-Cy7-anti-human CD11b (clone Bear 1, Beckman
Coulter), and APC-anti-human CD62L (BD Biosciences) antibodies.
The blood was then lysed with BD FACS lysing, and cells were then
resuspended with Cell Fix 1X (BD Biosciences).

Measurement of Phagocytosis

The percentage of PMN phagocytosing opsonized E. coli as well as
the mean fluorescence intensity (MFI) was measured in whole blood
by using the Phagotest Kit (Glycotope Biotechnology). Whole-blood
samples (100 pL) were incubated with opsonized fluorescein isothio-
cyanate (FITC)-conjugated E. coli bacteria (2x 107 per 20 pL) for 10
minutes in a water bath at 37°C, the phagocytosis was then stopped
in ice and erythrocytes are lysed before analysis by flow cytometry
(30). In some experiments, samples were stained with PE-Cy7-anti-
human CD16 (clone 3G8, BD Biosciences) and APC-anti-human
CD62L before erythrocytes lysis.

Measurement of the Oxidative Burst of PMNs

Superoxide anion (O,”) production by PMNs was measured using
a flow cytometry-based assay derived from the hydroethidine (HE)
oxidation technique, as previously described (29). Heparin whole-
blood samples (500 pL) were loaded for 15 minutes with 1,500 ng/
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mL HE (Fluka, Buchs, Switzerland) at 37°C and then incubated
for 45 minutes with PBS or various stimuli, as described earlier.
Samples were then treated with PBS or 10 M formyl-methionine-
leucine-phenylalanine (fMLP; Sigma Chemical, St. Louis, MO) for §
minutes. In some experiments, samples were stained with FITC-anti-
human CD16 and APC-anti-human CD62L before erythrocyte lysis.

Measurement of PMN Apoptosis/Necrosis

PMN cell death in whole blood was quantified with annexin V
and the impermeant nuclear dye 7-amino-actinomycin D (7-AAD).
Whole-blood samples (500 pL) were incubated in 24-well tissue cul-
ture plates, for 20 hours, at 37°C with PBS or various stimuli as
described earlier. Samples were incubated with APC-anti-CD15 anti-
bodies (clone HI98, BD Biosciences), FITC-annexin V, and 7-AAD
(BD Biosciences) as previously described (29) and analyzed by flow
cytometry.

Cytokine Assays

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from
heparin coagulated peripheral blood (4mL) by density gradient cen-
trifugation using LymphoPrep (PAA Laboratories, Pasching, Austria).
500,000 PBMCs were then cultured overnight in RPMI 1640 supple-
mented with 10% FCS, 1% glutamine, 1% pyruvate, 1% antibiotics
(Invitrogen GIBCO),and 5 pg/mL of Brefeldin A (BFA, Sigma-Aldrich).
For stimulated conditions, staphylococcal enterotoxin B (SEB, 2 pg/
mL, Sigma-Aldrich) was added 30 minutes before BFA. PBMCs were
first stained with anti-human CD14-ECD, CD8-AF700, CD3-AF750,
and CD4-Krome Orange antibodies (Beckman Coulter), and eFluor
450 Fixable Viability Dye (eBioscience, San Diego, CA). For intracel-
lular analyses, cells were fixed and permeabilized for 45 minutes at
4°C with the Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences) and incubated
with anti-human IL-17A-eFluor 660 (clone eBio64DEC17) and anti-
human IL-22-PerCP eFluor 710 (clone 22URTI) antibodies (eBiosci-
ence) for 30 minutes at 4°C (29). Cells were then washed and fixed
with BD Cell Fix 1X. Soluble cytokines (IL-6, TNF-a, IL-f) and
chemokines (IL-8, IP-10, GROaeotaxin) were also detected from
plasma using Luminex assays (Luminex Performance Assays, R&D
systems (Abingdon, UK); EDTA whole-blood samples were cen-
trifuged for 15 minutes at 1,000g within 30 minutes of collection.
Assays were performed on crystored samples and diluted according
to manufacturer’s instructions (R&D systems).

Flow Cytometry Analysis

Cells were acquired with a Gallios flow cytometer and analyzed
with Kaluza software. To determine the expression of cell surface
molecules in the T-cell subpopulations, at least 50,000 events corre-
sponding to lymphocytes according to their forward- and side-scat-
ter characteristics were counted per sample; results were expressed
as the percentage of memory CD3*CD8* or CD3*CD4* cells that
express CD38 or CDS7 markers. To determine the expression of
surface molecules on PMN, and ROS production by PMNs, for-
ward- and side-scatter characteristics were used to identify the PMN
population and to gate out other cells and debris, and 10,000 events
were counted per sample. Results were expressed as MFL. To meas-
ure PMN phagocytosis, a “live” gate on leukocyte was set during
data acquisition allowing excluding of bacteria. 10,000 to 15,000
leukocytes were collected per sample, and the granulocyte cluster
was gated in the software program in the scatter diagram (lin FSC vs
lin SSC). The MFI of FITC correlates with the number of bacteria per
individual leukocyte. Data were expressed as the PMN phagocytic

index: % Phagocytic PMNs x MFL To measure cell death in whole
blood by flow cytometry, PMNs were identified as CD15"s" cells,
and 2 x 10° events were counted per sample. Results were expressed
as the percentage of apoptotic (AnnexinV*/7-AAD-) and necrotic
PMNss (AnnexinV+*/7-AAD*). To determine the percentages of IL-17*
and IL-22* cells, 250,000 events were acquired per sample. PBMCs
were gated on the basis of forward- and side-scatter characteristics.
Then, only singlets and live cells (defined by the Fixable Viability
marker, eF450, eBioscience) were included in the analysis.

Statistical Analysis

Data are reported as means + SEM. The Mann—-Whitney U test or
two-way ANOVA tests with a Tukey posttest were used to deter-
mine whether differences were significant between groups, and the
Spearman correlation to examine the associations between T-cell
activation, neutrophil activation, and cytokine production. We used
the Shapiro-Wilk normality test to ensure the normality of distri-
butions in compared groups when using a parametric test. The sig-
nificance level was set at p < .05. All analyses were performed with
GraphPad Prism $.

Results

Immune Characteristics of Study Participants

We first addressed the global characteristics of the participants
included in our study. Elderly individuals exhibited normal absolute
neutrophil count (median: 5,415 [3,090-8,200]) (31), CD4* T-cell
count (median: 616 [278-1,009]), and CD4/CDS8 ratio (median:
1.97 [0.84-3.8]). As expected (32-34), they displayed standard evi-
dence of age-related immune alterations illustrated by the accumu-
lation of highly differentiated CD8* and CD4* memory cells (Tem:
CD45SRA'CCR7- and Tcm: CD45SRA CCR7*) expressing increased
levels of CD57, a marker that has been associated with a state of rep-
licative senescence (35,36) (Figure 1A). We also analyzed the expres-
sion of activation marker (CD38) on memory CD8* and CD4* T-cell
subpopulations, which revealed that elderly individuals had higher
percentages of CD38* memory T cells than did young participants
(Figure 1B), indicating increased immune activation levels.

The median of CRP levels was 5 ng/mL (5-48), which is standard
for this age range and highlights the status of systemic inflammation
of the elderly person. In addition, we investigated the cytokine envi-
ronment in the elderly participants. Serum levels of proinflammatory
cytokines (IL-6, TNF-0; Figure 1C) and chemokines (IL-8, IP-10;
(Figure 1D) were significantly higher in old individuals compared
with those in young individuals; in contrast, levels of various other
proinflammatory cytokines were similar (IL-1p, GROaeotaxin) in
elderly and young participants (Figure 1C and D).

Circulating PMNs From Elderly Individuals Are Not
Activated

As proinflammatory cytokines are known to modulate PMN func-
tions, we investigated the levels of activated markers in the PMN
population. PMN activation is commonly associated with modu-
lations of surface adhesion molecules, specifically a decreased and
an increased expression in l-selectin (CD62L) and in B2 integrins
(CD11b/CD18), respectively, through either stimulus-induced
shedding (37) or translocation from intracellular granules (38).
Nonetheless, as illustrated in Figure 2A and B, the expression of
CD62L and CD11b on resting PMNs (samples maintained at 4°C)
did not differ between elderly and young participants.
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Figure 1. Immune characteristics of study participants. (A) Percentage of memory CD3*CD8* or CD3*CD4* cells that express the CD57 marker. (B) Percentage
of memory CD3*CD8* or CD3*CD4* that express the CD38 marker. Memory cells were defined by Boolean gate (Kaluza Software) (CD4* or CD8*) and (not naive
cells). Quantification of serum (C) cytokines and (D) chemokines from young and elderly participants. All measurements were performed in young (n = 15) and
elderly (n = 12) participants. Values are means + SEM. Statistical significance as determined by the nonparametric Mann-Whitney test is indicated. *Significantly

different from young participants p < .05, **p < .01, ***p < .001.

Because PMNGs are reported to trigger microbicidal mechanisms
upon activation (39), we measured ROS production in unstimulated
whole-blood samples. Of note, unstimulated whole-blood PMNs
did not produce ROS at higher rates in elderly compared with
young participants (Figure 2C). Moreover, as PMNs can undergo
activation-induced apoptosis (40,41), we measured the percentage
of PMNs undergoing spontaneous apoptosis. Immediately after
sampling (TOh), the percentage of circulating apoptotic PMNs from
young participants was less than 2%. Although cultured whole-
blood PMNs died rapidly, mainly by apoptosis (40%) or by necro-
sis (1.9%), the percentages of apoptotic (Figure 2D) and necrotic
(annexin V*/7-AAD*; Figure 2E) PMNs did not differ between
elderly and young participants. Overall, these data indicate that,
despite evidence of systemic inflammation and increased circulating
levels of proinflammatory cytokines such as IL-6, TNF-a, and IL-8,
circulating PMNs from elderly individuals appear mostly resting.

Adhesion Molecules’ Expression and Survival of
Stimulated PMNs From Elderly Individuals

We next analyzed the responsiveness of PMNs to various stimuli,
for example, TNF-a and TLR agonists. After incubation of whole-
blood samples with PBS at 37°C for 45 min, we observed lower
expression of CD62L (Figure 3A) associated with higher CD11b
expression (Figure 3B) on PMNs from elderly compared with young
participants. These results suggest the hyperreactivity of circulating
PMN:ss from elderly individuals to a suboptimal stimulus. Of note,
stimulation with TNF-a as well as TLR agonists induced a normal
maximal capacity of PMNs from elderly people to shed I-selectin
(Figure 3A) and to translocate CD11b (Figure 3B), in accordance
with the preservation of adhesion functions of PMNs (42). As the
PMN activity is highly regulated by proinflammatory mediators, we

looked for potential association between this hyperreactivity and
levels of proinflammatory cytokines. The IL-6 circulating level was
negatively correlated with CD62L expression and positively corre-
lated with CD11b expression on PBS-treated PMNs (Figure 3C and
D). In addition, in accordance with previous data (43), we demon-
strated that treatment of whole-blood samples from young partici-
pants with IL-6 decreases CD62L expression and increases CD11b
expression in a dose-dependent manner (Supplementary Figure 1).
Thus, our results suggest a possible in vivo preactivation of PMNs
by this cytokine in the elderly individuals. Apart from IL-6, no cor-
relation was found between CD62L and CD11b expression and the
levels of cytokines (data not shown).

As expected (44), incubation of whole-blood samples from young
participants with TLR agonists, compared with PBS as a control, sig-
nificantly decreased the percentage of apoptotic PMNs from young
participants. However, in contrast with previous data reported on
isolated PMNs cultured in the presence of GM-CSF (16-19), the
capacity of TLR1/2, TLR4, or TLR7/8 agonists to increase PMN
survival was not altered in elderly individuals (Figure 3E and F).

Reduced Phagocytosis and Oxidative Burst
Responses of PMNs From Elderly Individuals
Phagocytosis is a crucial part of host defense against invading
extracellular micro-organisms. We studied the intrinsic capacity of
PMN phagocytosis using opsonized bacteria. As previously reported
(12,13), we observed that the phagocytic index was significantly
lower in elderly individuals reflecting an intrinsic defect in the capac-
ity of PMN phagocytosis (Figure 4B).

We have previously reported that, in whole blood, a single
stimulus gives rise to minimal ROS production by PMNs (7,8).
We therefore studied PMN oxidative burst in response to bacterial
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Figure 2. Phenotypic and functional characterization of resting polymorp-
honuclear neutrophils (PMNs) from elderly individuals. Surface expression of
(A) CD62L and (B) CD11b on resting PMNs was studied on whole blood samples
maintained at 4°C. Results are expressed as mean fluorescence intensity
(MFI). (C) Production of reactive oxygen species by unstimulated PMNs was
studied by using di-hydroethidine oxidation; results are expressed as MFI. (D,
E) Spontaneous PMN death was measured immediately after sampling by
staining with annexin V and 7-amino-actinomycin D. Results are expressed as
the percentages of (D) apoptotic and (E) necrotic PMNs. All measurements were
performed in young (n = 20) and elderly (n=20) participants. Values are means
+ SEM.The Mann-Whitney U test was used to determine whether differences
were significant between groups. NS = not significant.

formyl peptides (fMLP) after priming with TNF-a or TLR agonists.
ROS production by control PMNs (sample preincubated with PBS
and stimulated with fMLP) did not differ between elderly and
young participants suggesting the absence of priming in vivo by
proinflammatory mediators, such as circulating cytokines, through
aging. After pretreatment of whole blood with TNF-a or TLR ago-
nists followed by fMLP stimulation, ROS production by PMNs
from young and elderly participants was significantly increased
compared with sample incubated with PBS alone. Interestingly,
ROS production by PMNs from elderly individuals was signifi-
cantly decreased after priming of whole blood with TNF-a or TLR
agonists followed by fMLP stimulation (Figure 4C and D). A simi-
lar impairment was observed after PMA stimulation (Figure 4E).
No correlation was found between levels of proinflammatory
cytokines and ROS production by PMNs suggesting the absence
of an in vivo desensitization process. Because IL-17, which plays a
critical role in PMN biology (10), was not detected in the serum of
elderly individuals, we completed this analysis by studying intracellu-
lar production by PBMC:s of this cytokine as well as of IL-22, usually
produced at the same time as IL-17 (10). In the absence of any stimu-
lation, although the percentage of IL-17 cells in elderly participants
did not differ from that observed in young participants (Figure 5A),
the percentage of cell producing IL-22 was significantly higher in old
people (Figure 5B). After SEB stimulation, PBMCs from elderly indi-
viduals showed a decreased capacity for intracellular production of
IL-17 (Figure SA). In addition, we found that the decreased percent-
age of IL-17* cells after SEB simulation correlated with the decreased
ROS production after priming with TLR4 agonist (Figure 5C) as
well as with TLR1/2 agonist (Figure SD). Nevertheless, we did not
observe any priming effect of IL-17 on oxidative burst of PMNs from
young participants in response to fMLP (Supplementary Figure 2).
Altogether, these data suggest that the decrease of intracellular IL-17
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Figure 3. Adhesion molecules expression and survival of stimulated
polymorphonuclear neutrophils (PMNs) from elderly individuals. (A) CD62L
and (B) CD11b expression on PMN surface were measured after incubation
of whole-blood samples for 45 minutes with phosphate-buffered saline
(PBS), or Pam3CSK4 (toll-like receptor [TLR]1/2 agonist, 1 pg/mL), or
lipopolysaccharide (LPS;TLR4 agonist, 10 ng/mL), or CL097 (TLR7/8 agonist,
5 pug/mL), or tumor necrosis factor-a (5ng/mL); results are expressed as
mean fluorescence intensity. Correlation between the level of circulating
interleukin-6 and (C) CD62L or (D) CD11b expression on PBS-treated PMNs.
(E, F) Prolongation of PMN survival was analyzed by incubating whole-
blood samples with PBS, or TLR1/2 agonist, or TLR4 agonist, or TLR7/8
agonist for 20 hours at 37°C. Results are expressed (E) as the percentages
of apoptotic PMNs or (F) as the percentage inhibition of PMN apoptosis
[1 - (% of total annexin V + PMN in TLR agonist-treated sample/% of total
annexin V + PMN in PBS-treated sample)] x 100. All measurements were
performed in young (n = 20) and elderly (n = 20) participants. Values are
means + SEM. Statistical significance as determined by the nonparametric
Mann-Whitney test is indicated. ***Significantly different from young
participants p <.001. NS = not significantThe two-way ANOVA test was used
to determine whether differences were significant between the different
conditions (treatment with PBS or the various stimuli) for each group (young
and elderly participants). For each parameter, samples stimulated with the
different agonists were significantly different from sample incubated with
PBS p <.001 (not shown).

production and the reduced PMN oxidative burst observed in our
study might be independently associated.

Expansion of the Immunosuppressive CD62L%™/
CD16"ent PMN Subset in Elderly Individuals

An immunosuppressive CD16"%/CD62L%" PMN subset, which
inhibits T-cell responses, has been recently reported during injury-
induced systemic inflammation (28). Thus, we analyzed this immu-
nosuppressive PMN subset through aging, a physiological condition
associated with a chronic subclinical systemic inflammatory state.
As shown in Figure 6A, the CD16&/CD62L & subset constitutes
the large majority of PMNs from the young participants, whereas
the CD164™/ CD62L"%" and CD16%/CD62L%™ subpopulations
were barely detectable. Among PMNs from the elderly individu-
als, the percentage of the CD16“"/CD62L"*" PMN subset did not
exceed 3.5% (Figure 6A); in contrast, we observed an expansion of
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Figure 4. Defective phagocytosis and oxidative burst responses of polymorphonuclear neutrophils (PMNs) from the elderly individuals. (A, B) Phagocytosis
of PMNs was measured after incubation of whole blood samples with fluorescent opsonized Escherichia coli bacteria for 10 minutes in a water bath at 37°C.
Forward- (FSC) and side-scatter characteristics (SSC) were used to identify the PMN population. (A) One histogram representative of PMN phagocytosis in
young (white) and elderly participants (gray). (B) Results of PMN phagocytosis are expressed as the PMN phagocytic index. (C) Reactive oxygen species (ROS)
production by PMNs was measured after pretreatment of whole-blood samples for 45 minutes with phosphate-buffered saline (PBS) or toll-like receptor (TLR)4
agonist and incubation for 5 minutes with PBS or fMLP (10-6M). On the left panel, PMNs were gated on the basis of FSC and SSC characteristics. On the right
panel, one histogram representative of ROS production by PMNs from young (white) and elderly participants (gray) after incubation with PBS (control PMNs)
orTLR4 agonist + fMLP (stimulated PMNs). (D, E) ROS production was measured after pretreatment of whole-blood samples for 45 minutes with PBS, orTLR1/2
agonist, orTLR4 agonist, orTLR7/8 agonist or tumor necrosis factor-a and stimulation for 5 minutes with either (D) fMLP (10-6M) or (E) PMA (100 ng/mL); results
are expressed as mean fluorescence intensity. All measurements were performed in young (n = 20) and elderly (n = 20) participants. Values are means + SEM.
Statistical significance as determined by the nonparametric Mann-Whitney test is indicated. **Significantly different from young participants p < .01, ***p <
.001.The two-way ANOVA test was used to determine whether differences were significant between the different conditions (treatment with PBS or the various
stimuli) for each group (young and elderly participants). For each parameter, samples stimulated with the different agonists were significantly different from
sample incubated with PBS p <.001 (not shown).

the CD16™%/CD62L4™ immunosuppressive subset reaching 14%
(Figure 6A and B). As previously described (27,28), the CD 16"/
CD62L%™ immunosuppressive subpopulation showed an increased
expression of CD11b and CD1lc compared with that of the
CD16™e/CD62L e PMN subset (Figure 6C).

We then analyzed phagocytosis and ROS production by PMNs
from the elderly individuals; PMNs were stained for CD16 and
CD62L to discriminate between the subsets. We observed that
CD16#/CD62L%™ PMNs exhibit a lower phagocytic index as
well as a lower oxidative burst than CD16"2/ CD62L%* PMNs

(Figure 6D and E). In addition, we found that the increased per-
centage of CD16"/CD62L%™ PMNs correlated with the decreased
phagocytosis (Figure 6F) and the decreased ROS production after
priming with TLR4 agonist (Figure 6G).

Discussion

A key phenomenon that occurs with age and frailty is the increase
in circulating products related to chronic low-grade inflammation
commonly associated with the process of “inflammaging” (45-48). In



Journals of Gerontology: BIOLOGICAL SCIENCES, 2017,Vol. 72, No. 2 169

A B
034
o Young - 02 - =Young
s Elderly = —— s Elderly
2 2
2 024 8 015
[ &
= &
= =
= z O
L L2
B 5
)3 B
L] e i_ L= :
Unstimulated SEB Unstimulated SEB
Cc D
%9 ~om b T
p=0.0076
205 2 43
3 8
& £
=02 2 24
e £
L 8
So s 0
0 T T T 1 0 T T T T 1
] 5 10 15 2 0 5 10 15 2 ]
ROS production by ROS production by

TLR4 agonist-primed PMNs (MFI) TLR1/2 agonist-primed PMNs (MFI)

Figure 5. Decreased interleukin (IL)-17 production by stimulated peripheral
blood mononuclear cells. The percentage of total (A) IL-17* and (B) IL-22*
cells was evaluated by flow cytometry upon staphylococcal enterotoxin B
stimulation and after gating on lived peripheral blood mononuclear cells.
Correlations between the percentage of total IL-17* cells and reactive oxygen
species production by (C) toll-like receptor (TLR)4 agonist-primed or (D)
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means + SEM. Statistical significance as determined by the nonparametric
Mann-Whitney test is indicated. ***Significantly different from young
participants p<.001.The two-way ANOVA test was used to determine whether
differences were significant between the different conditions (treatment
with phosphate-buffered saline [PBS] or the various stimuli) for each group
(young and elderly participants). For each parameter, samples stimulated
with the different agonists were significantly different from sample incubated
with PBS p <.001 (not shown).

accordance with these findings, our results show increased levels of
the classical proinflammatory cytokines TNF-a, IL-6, IL-8, and IP-10
in elderly individuals. Despite this proinflammatory environment,
our results demonstrate the absence of a basal PMN hyperactiva-
tion state in the elderly individuals as shown by normal expression
of CD62L and CD11b at the surface of resting PMNs and normal
constitutive ROS production. In addition, we observed that the per-
centages of PMNs undergoing spontaneously apoptosis and necrosis
did not differ between elderly and young participants. Control of
PMN death by apoptosis and subsequent clearance of the apoptotic
cells is paramount for effective resolution of inflammation for it ena-
bles safe PMN removal and promotes anti-inflammatory responses.
In contrast, PMN death by necrosis induces the release of harmful
intracellular contents and thus promotes proinflammatory responses
(9). These results suggest that proinflammatory circulating molecules
did not contribute to alterations in blood PMNs. Conversely, the nor-
mal apoptosis/necrosis equilibrium, combined with the absence of a
basal PMN hyperactivation, suggests that PMNs might not be a key
determinant in establishing chronic low-grade inflammation in the
elderly individuals. Nevertheless, we observed modulations of CD62L
and CD11b expression on PBS-treated PMNs from elderly compared
with young participants demonstrating an hyperreactivity of circulat-
ing PMNs during aging. This hyperreactivity, which might be related
at least in part to increased IL-6 circulating levels, could modulate
local and systemic inflammatory-immune responses. In a recent study,
increased serum levels of a neutrophil proteinase-specific fibrinogen
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Figure 6. Expansion of the immunosuppressive CD16bright/CD62Ldim
polymorphonuclear neutrophil (PMN) subset in the elderly participants. (A,B,C)
Whole-blood samples from elderly and young participants were incubated for 45
minutes at 4°C with FITC-anti-human CD16, PE-anti-human CD11c, Pe-Cy7-anti-
human CD11b, and APC-anti-human CD62L (BD Biosciences). (A) Representative
dotplotsofthePMN phenotypeaccordingtoCD16andCD62L expressioninyoung
adult (left) and in elderly (right) participants. (B) Percentages of the CD16bright/
CD62Ldim PMN subset. The measurement was performed in young adults
(n = 10) and elderly (n = 10) participants. Values are means + SEM. Statistical
significance as determined by the nonparametric Mann-Whitney test is
indicated. ***Significantly different from young participants p < .001. (C)
Expression of CD11b and CD11c in the CD16bright/CD62Ldim and CD16bright/
CD62Lbright PMN subsets; results are expressed in MFI. (D) PMN phagocytosis
was measured as described in the legend of Figure 4A; PMNs were stained for
CD16 and CD62L to discriminate between the subsets; results are expressed
as the PMN phagocytic index for both CD16bright/CD62Ldim and CD16bright/
CD62Lbright PMN subsets. (E) ROS production by PMNs was measured
after pretreatment of whole-blood samples with PBS, or TLR1/2 agonist, or
TLR4 agonist, or TLR7/8 agonist or TNF-a and stimulation with fMLP. PMNs
were stained for CD16 and CD62L to discriminate between the subsets;
results are expressed in MFI for both CD16bright/CD62Ldim and CD16bright/
CD62Lbright PMN subsets. Correlations between the percentage of the the
CD16bright/CD62Ldim PMN subset and (F) the PMN phagocytic index or (G)
ROS production by TLR4-agonist-primed PMNs. The measurements were
performed in the elderly participants (n = 10). Values are means + SEM.
Statistical significance as determined by the nonparametric Mann-Whitney test
is indicated. °°Significantly different from the CD16bright/CD62Lbright PMN
subset p<.01, **°p<.001.
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degradation product, consistent with PMN elastase activity, were
reported in older donors (11). In contrast, another study demon-
strated similar elastase activity of unstimulated PMNs from elderly
and young participants (49). Further studies are necessary to investi-
gate the release of potentially harmful proteins contained in specific
and gelatinase granules.

The anti-apoptotic effect of TLR ligands requires NF-kB and
phosphoinositide-3 kinase (PI3K) activation (44). The protective
effect of GM-CSF against apoptosis results from the activation of
Lyn (19), as well as the activation of the MAPK/ERK (18) and the
Jak/STAT (50) pathways, and decreased GM-CSF-induced rescue
from apoptosis of elderly PMNs has been related to a failure of
GM-CSF to activate these pathways in PMNs. These findings might
explain the discrepancies between normal TLR agonists-induced
PMN survival in the elderly individuals reported in the present study
and previous results concerning the defective effect of GM-CSF on
PMN survival (50).

Our results show a reduced ROS production in response to
bacterial formyl peptides by whole-blood PMNs after prim-
ing with TNF-a or TLR agonists. Decreased ROS production by
primed PMNss is associated with a decreased production of IL-17
by stimulated T cells. Contradictory results have been previously
reported on the effect of aging on Th17. Some authors reported
an increased percentage of IL-17-producing cells in the popula-
tion of activated CD4* T cells (51), whereas others demonstrated a
decreased frequency of Th17 cells in the peripheral blood (52-54).
IL-17 is widely documented as a critical mediator in PMN recruit-
ment, migration, and activation (10) including a direct effect
on PMN oxidative burst (55). Because we did not observe any
priming effect of IL-17 on PMN oxidative burst in response to
fMLP, we can not affirm that the decreased intracellular IL-17 in
PBMCs and the reduced oxidative burst are causally related. It
is likely that our results reflect two distinct processes indirectly
associated. Nevertheless, the decreased frequency of Th17 cells
could contribute to increased risk of infections with extracellu-
lar pathogens (56,57). In parallel, we detected for the first time a
basal IL-22 hyperproduction in healthy elderly participants. IL-22
exerts proinflammatory effects; it is present in systemic and local
inflammation and exerts an important role in the antimicrobial
defense (58). Interestingly, increased IL-22 circulating levels have
been previously reported in healthy centenarians (59). It is likely
that IL-22 has a protective role against infection, promoting the
longevity of centenarians. One could speculate that the activity of
IL-22 against infection in healthy centenarians may be more rel-
evant for survival than its potentially negative impact on inflam-
mation. Nevertheless, the mechanisms involved in basal IL-22
hyperproduction in elderly participants and its consequence in
terms of protection against infection or establishment of chronic
inflammation remain to be elucidated.

Reduced ROS production might be related at least in part to
changes in the membrane microdomains named lipid rafts, whose
integrity is necessary to the assembly of the NADPH oxidase
(17,60). In contrast to other cells, the fluidity of the PMN mem-
brane increases with aging, due to alterations in the membrane
cholesterol/phospholipid composition (61). The cholesterol content
does not change, but the phospholipid content increases. These
changes affect the integrity of lipid rafts that is necessary for the
assembly of the NADPH oxidase (17,60). In addition, reduced lev-
els of TLR4 in lipid rafts as well as impairment of TLR4 signal-
ing in response to LPS in PMNs from elderly donors have been
reported (17). These results cannot explain why in our study LPS

was efficient for CD62L shedding, CD11b translocation, and res-
cue for apoptosis of PMN with aging. We can only speculate that
these functions are mediated through different signaling pathways.
Alteration of the human fMLP receptor signaling in PMNs from
elderly individuals, associated with a decrease of Erk and p38 tyros-
ine phosphorylation after fMLP stimulation (62), might also play a
role in the reduced oxidative burst.

Several studies support the hypothesis that PMNs are not a
homogenous population (63). In particular, Pillay and colleagues
(28) have reported the identification of a subset of mature human
PMNs (CD11c4/CD62L4"/CD11bb%"/CD16#). This subpopula-
tion is capable of suppressing human T-cell proliferation. These cells
were observed in humans during in vivo acute systemic inflammation
induced by endotoxin challenge or severe injury. Kamp and colleagues
(27) reported that the PMN CD16™%#/CD62L%™ PMN subset exhib-
its decreased adhesion to activated endothelium under flow condi-
tions. We observed an increased percentage of this subpopulation in
the elderly compared with that in the young participants. In addition,
CD16"/CD62L% PMNs exhibit a decreased ROS production and a
decreased phagocytosis compared with the CD16°%/CD62L#* PMN
subpopulation. Altogether these data highlight the expansion of the
immunosuppressive mature PMN subpopulation in the elderly indi-
viduals, a process that can be explained at least in part by the decreased
ROS production and the decreased phagocytosis. Further studies are
necessary to investigate the mechanisms involved in the expansion of
the immunosuppressive PMN subpopulation in the elderly individuals,
especially the contribution of the inflammaging process.

Finally, other immune-related changes occurring during aging
could impact PMN functions, including oxidative burst. In par-
ticular, aging is associated with a gradual loss of the CDS56"
natural killer cell subset, an impairment that can be responsible of
the defective production of cytokines and chemokines by natural
killer cells observed in elderly individuals (64). Of note, PMN
activation, including priming of ROS production in response to
fMLP, is modulated by interaction with natural killer cells through
the production of cytokines (65). In addition, primed PMNs can
also be activated by T cells through IL-2 production (66), but
a decrease in IL-2 production by T cells occurs with aging (1).
Conversely, it will be interesting to investigate the potential
role of expanded immunosuppressive PMNs in participating to
the decline of the T-cell competence or immunosenescence with
advanced age.

Taken together, the present study of PMNs from the elderly
individuals demonstrates on the one hand the absence of a basal
PMN hyperactivation state despite a chronic low-grade inflamma-
tion state, and on the other hand a reduced phagocytosis and oxida-
tive burst responses of PMNs from the elderly individuals associated
with the expansion of the immunosuppressive CD16"%/CD62L%™
subset. These alterations might be involved in the increased suscepti-
bility to bacterial and fungal infections through aging.
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We report the case of a patient with acute necrotizing colitis due to invasive amebiasis
associated with CD4 lymphopenia and impaired neutrophil responses. The course of
the disease was characterized by CMV reactivation and severe and recurrent bacterial
and fungal infections, which might be related to the decreased CD4 T cell count and
the impaired functional capacities of neutrophils, respectively. The clinical outcome was
positive with normalization of both CD4 cell count and neutrophil functions.

Keywords: amebiasis, cytomegalovirus, aspergillosis, neutrophils, CD4 T cells

INTRODUCTION

The patient, a 55-year-old man from Mali, was hospitalized in the internal medicine department
of a general hospital in July 10, 2013 for febrile acute low back pain. His medical history was
unremarkable. He came to France 30 years ago, and his last trip abroad was to Mali in April 2011.
He worked in a restaurant as a kitchen porter. He smoked cigarettes, but did not drink alcohol or
use narcotics. The patient reported asthenia, anorexia, weight loss (=21 kg; BMI 17), liquid stools
once a day since several weeks. Laboratory finding included anemia with 6.4 g/dL hemoglobin, CRP
at 157 mg/L, and a white blood cell count of 5.470/p.L, with 83% neutrophils and 15% lymphocytes,
as well as a CD4 T-lymphocyte count below 200/mm? (Table 1). HIV serology was negative.

On July 12, the abdominal computed tomography (CT) showed a right retroperitoneum
collection with a right colitis. No treatment was introduced until blood cultures were positive for
group F Streptococcus on July 26-29. Then, antibiotic treatment with amoxicillin plus gentamycin
was introduced.

Despite antibiotics he developed septic shock on August 02 and was transferred to the intensive
care unit (ICU) department of the same hospital. The abdominal CT showed abscesses of the
right kidney, right psoas, and liver, and thickening of the right colon, with loss of the contrast
agent in the peritoneal cavity. A right hemicolectomy was performed. A new line of antibiotics
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TABLE 1 | Absolute numbers of leukocytes, neutrophils, and lymphocytes, counted from fresh EDTA blood, with the Sysmex XE-500 Hematology
Analyzer; percentages and absolute counts of CD3* T cells, CD4* T cells, CD8™ T cells, and CD19% cells and percentages of CD8* T-cell subpopulations
were determined with CYTOSTAT tetraCHROME kits on a FC500 cytometer (Beckman Coulter) and on a Navios flow cytometer (Beckman Coulter).

Normal values [min-max]

Patient August 2013  Patient Dec 2013  Patient Feb 2014  Patient July 2014

Leukocyte count 4,000-10,000
Neutrophil % -
Neutrophil count (cells/mm3) 1,5600-7,000
Lymphocytes % -
Lymphocyte count (cells/mm3) 1,500-4,000
CD3* Tcells % 66-82
CD3* T cell count (cells/mm3) 879-1,684
CD4* T cells % 37-55
CD4™ T cell count (cells/mm?3) 510-1,037
CD8* T cells % 18-35
CD8* T cell count (cells/mm3) 258-615
CD4/CD8 ratio -
CD8* T CELL SUB-POPULATIONS

% CD45RATCCR7+CD8™ (Naive) 17-63

% CD45RA~CCR7*CD8* (Central Memory) 2-12

% CD45RA~CCR7~CD8™ (Effector Memory) 20-47

% CD45RAT CCR7-CD8™ (TEMRA) 7-40

% CD38+THLA-DRtTCD8* 2-7
CD19% cells % 10-21
CD19t cell count (cells/mma3) 137-341

5,470 9,420 6,990 4,940
83 63 51 43
4,540 5,940 3,600 1,682
15 17 33 41
860 1,580 2,320 1,599
57 66 71 79
490 729 2,067 1,292
22 27 32 38
189 301 940 621
34 36 36 38
292 399 1,051 623
0.65 0.75 0.89 0.99

38 29 49
27 13 18
4 13 18
31 44 26
43 15 16
7 14 6
78 382 111

was introduced (piperacillin-tazobactam, fluconazole, and
amikacin). Orotracheal intubation and mechanical ventilation
were needed. Cultures of abscess samples produced group F
Streptococcus and Escherichia coli.

On August 8, a new septic shock occurred. CT showed
abscesses of the liver, retroperitoneum, right kidney, right thigh,
and psoas, associated with pneumoperitoneum linked to sigmoid
perforation.

After beginning a new line of antibiotics (imipenem +
amikacin), the patient was transferred to the ICU department
at Saint-Antoine Hospital (Paris). Treatment required
drainage procedures associated with a right nephrectomy
and cholecystectomy. Cultures of the abscesses showed E. coli,
Staphylococcus epidermidis, and Bacteroides thetaiotaomicron.
Histological analysis of the right colon showed many ulcerations
of the mucosa and submucosa, covered by many Entamoeba
histolytic. Histological analysis of the right kidney showed
many abscesses in which E. histolytica was present. Serology for
E. histolytica was positive [Latex test: 1/32, positivity threshold
>1/5; ELISA: 5 Arbitrary Unit (AU), positivity threshold>
1.1 AU].

On August 12, the diagnosis of acute necrotizing colitis due to
invasive amebiasis was made. Treatment began with a systemic
antiamebic agent (ornidazole) for a month and a local antiamebic
(tiliquinol) for 2 weeks.

Moreover, histological analysis of an abscess in the right
kidney showed three large cells with eosinophilic inclusion bodies
suggestive of invasive CMV. Immunohistochemical analysis of
this area found CMV antigen. In addition, quantitative PCR
detected CMV DNA in blood (viral load: 20,900/ml) and in

bronchoalveolar lavage fluid (viral load: 31,800/ml). Accordingly,
treatment with ganciclovir began on August 12. ELISPOT-
IFN-gamma assays were performed to evaluate CMV-specific T
cells. Overlapping 15-mer peptides covering two CMV proteins
serve as key target antigens for CMV-specific T cells: a late
matrix protein (pp65) that is abundant during human CMV
infection and an immediate early 1 (IE1) antigen protein that
is indispensable for viral replication. CMV-specific T cells were
mainly directed against pp65 but not against IEI1 (data not
shown); this finding suggests a non-protective immune response
(Sacre et al., 2005).

On August 18, a new septic shock occurred. Abdominal
CT showed new abscesses of the liver, retroperitoneum, right
iliopsoas, and right thigh. A third surgery for abcess draining
was performed, and antibiotherapy was enlarged to imipenem,
vancomycin, ciprofloxacin. Furthermore, chest CT showed
excavated nodules surrounded by ground glass opacity in both
lungs. Macroscopic analysis of the newest abscesses revealed
the presence of fungal filaments, and cultures were positive
for Aspergillus fumigatus. A. fumigatus grew at 10E5 level
in endotracheal aspiration. Moreover, the seric galactomanan
elevated to 1.1 > 0.5.

These data indicated a diagnosis of confirmed invasive
aspergillosis. The patient was then treated with voriconazole for
6 months.

Despite the severity of this condition, and despite 2
new episodes of ventilation associated pneumonia (VAP),
documented with Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella
pneumonia, the condition of the patient improved. Tracheostomy
was performed on September 13, to allow better ventilation
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weaning. Tracheostomy was finally removed on September 29
and patient was transferred in medical ward in November 4.

On December 28, 2013, the patient developed a last sepsis
with spondylodiscitis due to K. pneumoniae producing extended-
spectrum-beta lactamase, treated with association of meropenem
and tigecyclin during 3 months. The succesion of infectious
events is summarized in Table 2.

Further immunological studies sought to understand
these repetitive infections. Standard immunological studies
(complement system, serum immunoglobulins) yielded normal
results. No monoclonal peak was identified. Analysis of the
CD4 and CD8 T-cell subpopulations demonstrated a low
CD4/CD8 ratio, a normal CD8 cell count associated with a
decrease in effector memory CD45RA~CCR7-CD8* T cells
and a concomitant increase in the CD45RA~CCR7TCD8"
central memory population, compared with levels in healthy
controls. This disruption of CD8 homeostasis was associated
with a marked increased percentage of CD8" lymphocytes
expressing the activation markers HLA-DR and CD38 (Table 1).
Nevertheless, functional studies of T lymphocytes showed
normal production of intracellular cytokines, i.e., IL-2 and IFNy,
after stimulation with CD3/CD28 and PMA (not shown).

In view of the severe recurrent and severe bacterial and
fungal infections, we investigated neutrophil functions. Standard
polymorphonuclear leukocyte (PMN) functional testing
showed normal PMN migration under agarose and normal
PMN chemiluminescence, respectively, ruling out leukocyte
adhesion deficiency and chronic granulomatous disease. We
then studied PMN responses elicited by toll-like receptor
(TLR)-2, TLR4, TNFa, A. fumigatus germling conidia, and
galactosaminogalactan (GG), a polysaccharide secreted by this
fungus during early growth in vivo and reported to modulate
immune response (Fontaine et al., 2011). As expected (Campillo-
Gimenez et al., 2014), on stimulation, PMNs from controls
shed L-selectin (CD62L) and increased their expression of the
P2 integrin, CD11b/CD18. L-selectin was not detectable at the
surface of unstimulated PMNs from the patient (Figure 1A),
and after treatment of his sample with TLR2, TLR4, TNFa,
GG, or A. fumigatus germling conidia (Figure 1C), CD11b
increased moderately or not at all (depending on the stimulant),
compared with unstimulated PMNs (Figures 1B,D). Also as
expected (Campillo-Gimenez et al., 2014; Robinet et al., 2014),
pre-treatment of whole blood from controls with TLR2, TLR4, or
TNFa, or with GG or A. fumigatus germling conidia, followed by
stimulation with fMLP, a structural analog of bacterial metabolic
products, strongly increased the production of reactive oxidative
species (ROS) by PMNs. Incubation of whole blood with the
different agonists had little stimulatory effect on ROS production
by the patients PMNs (Figures 2A,B). We did not detect any
antineutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA), which have
previously been associated with invasive amebiasis (Pudifin et al.,
1994) and might impair PMN functional activity (Bartunkova
et al., 1997). Finally, immediately after sampling (TOh), the
percentage of circulating apoptotic PMNs from controls was
<2%, while for the patient it reached 32% (Figure2D). In
addition, incubation of whole-blood samples from controls
with TLR agonists and TNE rather than PBS, significantly

decreased their percentage of apoptotic PMNs, as expected
(Campillo-Gimenez et al., 2014; Robinet et al., 2014). Such PMN
survival was not observed in the patient (Figures 2C,D).

Substantial improvement began within 3 months of
initiating treatment with meropenem and tigecycline, for
the spondylodiscitis in December 2013, and the patient’ outcome
was favorable. He was seen in consultation in July 2014 and
June 2015. His general state was satisfactory; he has gained
weight, returning to his baseline weight of 55 kg, and has had no
infectious diseases. We have observed the progressive restoration
of his CD4 count and homeostasis of the CD8™ T cells and PMN
defects (Table 1, Figure 1). In addition, an ELISpot assay against
CMV peptides showed a new positive response against IE1 (data
not shown).

BACKGROUND

The enteric-dwelling protozoan parasite, E. histolytica, is the
causative agent of amebiasis. Although, it is primarily a disease
of underdeveloped countries, it may be found in travelers
who have returned from endemic areas and ingested infective
cysts through contaminated food or water. Compared with
other parasites, the life cycle of E. histolytica is relatively
simple and consists of 2 stages: the infectious cyst and the
disease-inducing (motile) trophozoite stage. When amebic cysts
are ingested via fecal contaminated food or water, they pass
through the stomach and excyst in the terminal ileum where
they mature into trophozoites and colonize the colon. About
90% of infections are asymptomatic (Haque et al, 2003).
For unknown reasons, E. histolytica is capable of taking on
a pathogenic phenotype. Disease occurs when trophozoites
disrupt the mucosal barrier and penetrate the underlying tissue
where they secrete enzymes that break down the extracellular
matrix, destroy cells, and phagocytose cellular debris. After
invading the mucosa and submucosa, trophozoites may enter
portal circulation and disperse to the liver and other soft
organs. Invasive disease includes dysentery and extra-intestinal
amebiasis, most commonly amebic liver abscesses (ALAs), which
occur in ~1% of symptomatic cases in developing countries.
The host can mount both humoral and cell-mediated immune
responses against E. histolytica, both of which are associated
with protection. In patients with amebic colitis and ALA the
parasite employs multiple strategies that allow it to successfully
subvert the immune response and establish a chronic infection.
In such cases the host develops a defective adaptive response
incapable of clearing the parasite (Mortimer and Chadee, 2010;
Nakada-Tsukui and Nozaki, 2016).

Sepsis is a descriptive term for a common disorder
characterized by a broad and complex set of cellular changes
evoked in response to infection or other signatures of
danger. These changes are elicited by the engagement of
conserved pattern recognition receptors including TLRs, NOD-
like receptors (NLRs), RIG-I helicases, and C-type lectin
receptors expressed on most cell types. They are ultimately
effected through the expression or inhibition of a large
number of immune and metabolic genes, and through post-
translational changes in key intracellular proteins involved in
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FIGURE 1 | Functional response capacity of PMNs from controls and patient. (A,B) Expression of CD62L and CD11B on PMNs surface was measured after
incubation of whole-blood samples at 37°C for 45 min with PBS. One histogram representative of CD62L (A) and CD11b (B) expression at the surface of PMNs from
control (white) and patient Dec 2013 (black). Expression of CD62L (C) and CD11b (D) on PMN surfaces was measured after incubation of whole-blood samples at
37°C for 45 min with PBS, Pam3zCSK (TLR1/2 agonist, 1 j.g/ml), LPS (TLR4 agonist, 10 ng/ml), TNF (5 ng/ml), GG (20 g/ml), or germling conidia from A. fumigatus
(2 x 10%/mi). Samples were then stained with PE-anti-CD11b and APC-anti-L-selectin Abs at 4°C for 30 min. Results are expressed as mean fluorescence intensity
(MFI). All measurements were performed in controls (n = 10, values are means =+ sem) and in the patient at several different times. Each experiment in the patient was

matched, at the same time, with an experiment in a healthy control with results in the normal range. Statistical significance determined by the nonparametric
Mann-Whitney test is indicated. ***Significantly different from sample incubated with PBS p < 0.001.

signaling and transcriptional regulation. Following resolution
of the primary infection, sepsis patients are susceptible to
secondary infections and it has become clear that a sepsis-
induced immunosuppressive state accounts for this increased
vulnerability toward secondary infections (Koch et al., 2017).
Secondary infections include opportunistic bacterial and fungal
infections and viral reactivation, Pneumonia is the most
common type of infection and Gram-positive bacteria most
frequently involved are Staphylococcus aureus and Streptococcus
pneumoniae, whereas E. coli, K. pneumoniae, and P. aeruginosa
predominate among Gram-negative isolates. Bacteria-derived
molecules like toxins degrade cell membranes resulting in
upregulation of receptors targeted by bacteria for adhesion.
This facilitates bacterial tissue invasion predisposing the host
to secondary bacterial infections in a direct fashion. However,
sepsis also renders the host more vulnerable toward secondary
infections in an indirect fashion, by suppressing the immune
system. In recent years, invasive Aspergillosis has also been
recognized as an emerging disease of non-neutropenic patients

in patients admitted to the ICU, even in the absence of
an apparent predisposing immunodeficiency (Bassetti et al.
2014). Bacterial sepsis is also an associated trigger of CMV
reactivation. Reactivation events associated with sepsis have been
related to inflammatory stimulation of early promoter, transient
relative immunoparalysis, and epigenetic regulation of viral DNA
(Mansfield et al., 2015).

DISCUSSION

The amebic trophozoites develop multiple strategies to fend
off the attack from elimination of immune cells. In particular,
amebic trophozoites are able to kill a variety of cells, including
T lymphocytes and neutrophils. E. histolytica is reported to
kill T lymphocytes through an apoptotic process and to ingest
apoptotic T cells via recognition of phosphatidylserine and
collectins (Huston et al., 2000). In addition, a recent study
reported that E. histolytica trophozoites ingested pieces of intact
living T cells via trogocytosis. Killing and phago/trogocytosis of T

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

February 2017 | Volume 8 | Article 203



Ghrenassia et al.

Defective Neutrophil Functions and Amebiasis

D Control
[l Patient Dec 2013
A B [ Convols
MFL:422  MFI: 20.32 - Il PateentDec 2013
301 [ PatentFeb 2014
TLR4 ; @l PatentApr2014
+ MLP = —
£
- v 204
3 -y
8 c
g
3 104
e
o
»
o
4
0.
= g PBS TLR2 TLR4 TNF GG Germling Conidia
0 Ly 1o! v 10 A. Fumigatus
c ROS Production cEP
T20h TLR4 ] Convols
; Wl Patent Dec 2013
A Control Patient s @ PatentFob 2014
{ B Patient Apr 2014
z =
= 40—
o
-
£ 30
g
]
= 5 201
4 o
2 5.33% IR e
~ gkl 28.82% L
> &,
Annexin V TOh PBS TLR2 TLR4 Germing Conidia
A Fumi?arus
T20h

FIGURE 2 | ROS production and apoptosis of PMNs from controls and patient. (A,B) ROS production by PMNs was studied by DHE oxidation; (A) ROS
produgction by PMNs was measured after pretreatment of whole-blood samples for 45 min with TLR4 agonist and incubation for 5 min with fMLP (10~6 M). One
histogram representative of ROS production by stimulated PMNs from control (white) and patient (Dec 2013) (black). (B) ROS production was measured after

pretreatment of whole-blood samples for 456 min with PBS, PamzCSKy (TLR1/2 agonist, 1 ug/ml), LPS (TLR4 agonist, 10 ng/ml), TNF (5 ng/ml), GG (20 pg/ml), or
germling conidia from A. fumigatus, and followed by fMLP (106 M, 5 min). Resuilts are expressed as MFI. (C,D) Apoptosis was quantified by staining with annexin V
and 7-aminoactinomycin-D. (C) PMN apoptosis was analyzed by incubating whole-blood samples in 24-well tissue culture plates at 37°C with 5% CO» with TLR4
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and in the patient at several different times. Each experiment in the patient was matched, at the same time, with an experiment in a healthy control with results in the

p < 0.001.

normal range. Statistical significance determined by the nonparametric Mann-Whitney test is indicated. ***Significantly different from sample incubated with PBS

cells could thus explained the decrease in CD4 T cells associated
with a decrease in CD4/CD8 ratio which has been reported in
patients with amebiasis associated with extraintestinal diseases
such as liver abscess, with most patients recovering a normal
CD4/CD8 ratio by one year after infection (Mortimer and
Chadee, 2010). We can thus speculate that the decrease in
our patients CD4 T-cell count resulted from amebiasis. This
decreased CD4 count might explain the reactivation of CMV that
appeared in the course of amebiasis. Active CMV infection is
a well-known opportunistic infection in immunocompromised
patients, associated with a high viral load (Jaskula et al., 2009).
CMV reactivation might also be related to the proinflammatory
response associated with sepsis, as previously reported (von
Muller et al., 2007; Cook and Limaye, 2012; Mansfield et al.,

2016). Decrease in absolute number of all types of T cells has
been reported in septic patients or septic shock, except the T
regulatory cells. Thus, the decrease of CD4 count reported in the
patient might also been related to septic conditions; nevertheless
lymphopenia in sepsis is associated with a CD4/CD8 T cell
ratio significantly elevated above normal range (Rimmelé et al,,
2016).

At the peak of illness, the patient’s CD45RA~CCR7~CD8*
T cell effector memory (TEM) count decreased at the same
time as his CD45RA™CCR7"CD8" central memory (TCM)
population increased. The memory T-cell pool functions as a
dynamic repository of antigen-experienced T lymphocytes that
accumulate over the individual’s lifetime. Reactive memory is
mediated by TCMs that home to T-cell areas of secondary
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lymphoid organs, have little or no effector function, but readily
proliferate and differentiate to effector cells in response to
antigenic stimulation. TEMs migrate to inflamed peripheral
tissues and display immediate effector function (Lanzavecchia
and Sallusto, 2000). Decreases in the TEM subpopulation in
the patient’s peripheral blood may indicate that these cells
migrated selectively out of the peripheral blood, or had a
decreased survival rate, or that their differentiation from naive
T cells to TCMs in peripheral blood was skewed. The disruption
of peripheral blood homeostasis of CD8" T cells, associated
with an increase in the percentage of CD8' lymphocytes
expressing activation markers might reflect a persistent chronic
inflammatory response, as previously reported in various
pathological situations (Maldonado et al., 2003; Liu et al., 2007).
In addition, septic conditions have been reported to substantially
decrease the count of effector memory CD8 T-cells (Trgovcich
etal., 2016).

PMNs play a very important role by combating bacterial
and fungal infections. In response to pathogens, PMNs rapidly
migrate from the blood to inflamed tissues where their
activation triggers such microbicidal mechanisms such as the
release of proteolytic enzymes and antimicrobial peptides, and
the rapid production of ROS in oxidative burst (Nauseef
and Borregaard, 2014). After killing microbes, PMNs die
spontaneously, mainly by apoptosis; although they have a
very short lifespan, their activation by circulating microbial
products as well as by proinflammatory mediators promotes
their survival and is a critical mechanism in their tissue
accumulation and in their effectiveness against pathogens
(Gabelloni et al.,, 2013). We analyzed the L-selectin (CD62L)
and the B2-integrin CD11b/CD18 that play major roles in
transendothelial migration, as well as ROS production in
priming conditions; this ROS production is critical for bacterial
killing. The normal increase in CDI11b expression and ROS
production in response to various stimuli were defective in
the patient’s PMN. In the patient, we observed increased PMN
spontaneous apoptosis and a decreased survival in response to
inflammatory mediators. These data might be related to the
direct effect of E. histolytica on PMN apoptosis, through the
activation of caspase-3 cascade, previously reported in vitro
(Sim et al, 2005) and might explain at least in part the
decreased expression of L-selectin at the PMN surface as well
as impaired functional capacities of PMN in response to various
stimuli (Kobayashi et al., 2005). These findings might thus
explain the patient’s severe and repetitive bacterial and fungal
infections.

Sepsis is associated to a transient immunosuppression and
septic patients are susceptible to secondary infections including
opportunistic bacterial and fungal infections. Sepsis in humans
is associated with a marked inhibition of rates of constitutive
PMN apoptosis (Taneja et al., 2004; Rimmelé et al., 2016).
PMNs are also capable of mediating crucial innate immune
functions during sepsis. In particular, oxidative burst capacity
of septic PMNs is intact (Drifte et al., 2013; Parlato et al., 2014;
Rimmelé et al., 2016). Thus, given the major role of PMN

against bacterial and fungal pathogens, it is highly likely that
increased PMN apoptosis associated with impaired functional
capacities of PMNs that we observed in the patient should be
related to the direct effect of E. histolytica on PMN apoptosis
and should be involved in the patients increased susceptibility
to bacterial and fungal infections. Of note, the first symptoms
of the patient were weight loss and liquid stools; he developed
a septic shock at a later stage. The initial sepsis due to F
Streptococcus and E. coli, the plurimicrobacterial context, as well
as the recurrence of septic shocks are highly suggestive of an
altered gut integrity which, considering the context, might be
related to the acute necrotizing colitis due to invasive amebiasis.
In addition, although invasive aspergillosis has been reported
in non-neutropenic and septic patients admitted to the ICU, it
occurs mainly in patients with quantitative and/or qualitative
defects of PMNs (Bassetti et al., 2014). Altogether, these data
strongly suggest that invasive amebiasis might be the starting
point of a new infectious burst.

CONCLUDING REMARKS

In conclusion, the case presented here enabled us to describe
for the first time invasive amebiasis associated with CD4
lymphopenia and PMN defects. These later alterations could be
related to the direct effect of E. histolytica on T lymphocytes
and PMN apoptosis previously reported by in vitro studies.
These abnormalities might be the starting point of a new
infectious burst. In fact, the decreased CD4 count might
explain, at least in part, the reactivation of CMV that
appeared in the course of amebiasis. Impaired functional
capacities of PMN in response to various stimuli might
explain the patient’s severe and repetitive bacterial and fungal
infections.
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Alzheimer’s disease is characterized by the combined presence of amyloid plaques and tau pathology, the latter being correlated
with the progression of clinical symptoms. Neuroinflammatory changes are thought to be major contributors to Alzheimer’s
disease pathophysiology, even if their precise role still remains largely debated. Notably, to what extent immune responses
contribute to cognitive impairments promoted by tau pathology remains poorly understood. To address this question, we
took advantage of the THY-Tau22 mouse model that progressively develops hippocampal tau pathology paralleling cognitive
deficits and reappraised the interrelationship between tau pathology and brain immune responses. In addition to conventional
astroglial and microglial responses, we identified a CD8-positive T cell infiltration in the hippocampus of tau transgenic mice
associated with an early chemokine response, notably involving CCL3. Interestingly, CD8-positive lymphocyte infiltration was
also observed in the cortex of patients exhibiting frontemporal dementia with P301L tau mutation. To gain insights into the
functional involvement of T cell infiltration in the pathophysiological development of tauopathy in THY-Tau22 mice, we
chronically depleted T cells using anti-CD3 antibody. Such anti-CD3 treatment prevented hippocampal T cell infiltration in
tau transgenic animals and reverted spatial memory deficits, in absence of tau pathology modulation. Altogether, these data
support an instrumental role of hippocampal T cell infiltration in tau-driven pathophysiology and cognitive impairments in
Alzheimer’s disease and other tauopathies.
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Introduction

Alzheimer’s disease is a neurodegenerative disorder charac-
terized by the progressive development of memory deficits.
Its neuropathology is defined by extracellular accumulation
of amyloid-B peptides into amyloid plaques and intraneur-
onal fibrillar aggregates of hyper- and abnormally phos-
phorylated tau proteins (Masters et al., 1985; Sergeant
et al., 2008). Lesions in Alzheimer’s disease lead to activa-
tion of microglial and astroglial cells, triggering a chronic
neuroinflammatory innate immune response. Contribution
of such neuroinflammation to the pathophysiology of
Alzheimer’s disease remains highly debated, with both
beneficial impacts and detrimental effects that may promote
the neurodegenerative process (for review see Heneka et al.,
2015). Finally, recent genetic evidence also supported a role
of innate immune system in Alzheimer’s disease aetiology
(Guerreiro et al., 2013; Lambert et al., 2013).

Besides innate neuroinflammation, accumulating evi-
dence emphasizes the involvement of cellular adaptive im-
munity in the pathophysiology of Alzheimer’s disease.
Polymorphisms in genes associated with antigen presenta-
tion to T cells were identified as susceptibility loci for
Alzheimer’s disease (Jones et al., 2010; Lambert et al.,
2010, 2013). In addition, increased T cell infiltration in
the brain parenchyma and enhanced peripheral T cell re-
sponses to amyloid-f have previously been described in
patients with Alzheimer’s disease (Rogers et al., 1988;
Togo et al., 2002; Monsonego et al., 2003). Of note,
higher proportion of activated CD8" T cells in the CSF
of patients correlated with clinical and structural markers
of the pathology (Lueg et al., 2015). Finally, previous re-
ports in mouse models developing amyloid pathology sug-
gested that different types of amyloid-B-specific CD4* T
cells might either promote both enhanced amyloid-p clear-
ance and encephalitis, or reverse cognitive decline and syn-
aptic loss (Ethell et al., 2006; Monsonego et al., 2006; Cao
et al., 2009). However, the role of T cells in Alzheimer’s
disease pathophysiology remains largely ill-defined.

Whereas most studies investigating the role of innate neu-
roinflammation or adaptive immunity in Alzheimer’s dis-
ease were carried out in the context of amyloid
pathology, much less is known regarding brain immune
responses associated with tauopathy. In Alzheimer’s dis-
ease, tau pathology is observed early in the brainstem
and entorhinal cortex (Braak et al., 2011). Its progression
from entorhinal cortex to hippocampus and lastly neocor-
tex is associated with progression of clinical symptoms
(Duyckaerts et al., 1997; Delacourte et al., 1999; Grober
et al., 1999), supporting a pivotal role of tau pathology in
cognitive deficits. In accordance, tau pathology has been
associated with hippocampal synaptic impairments and

memory deficits in tau transgenic models (Burnouf et al.,
2013; Ahmed et al., 2015). To what extent immune re-
sponses may contribute to tau-triggered cognitive decline
in  Alzheimer’s disease remains poorly understood.
Previous studies largely focused on the role of glial cells,
showing that tau pathology is prone to activate microglia
and astrocytes (Bellucci et al., 2004; Sasaki et al., 2008;
Belarbi et al., 2011). In a detrimental circle, microglia ac-
tivation was suggested to play an important role in the
development/spreading of tau pathology and associated
memory deficits (Yoshiyama et al., 2007; Gorlovoy et al.,
2009; Bhaskar et al., 2010; Nash et al., 2013; Asai et al.,
2015). In sharp contrast, the link between tau-related path-
ology and T cell responses remains totally unknown.

In the present study, we sought to investigate the rela-
tionships between tau pathology and brain innate and cel-
lular adaptive immunity using the THY-Tau22 mouse
model, which progressively develops hippocampal tauopa-
thy and spatial memory deficits (Burnouf et al., 2013;
Laurent et al., 2016). In addition to the expected activation
of microglia and astrocytes, our data demonstrate that hip-
pocampal tau pathology is associated with chemokine pro-
duction and parenchymal T cell infiltration. Importantly, T
cell depletion improved spatial memory of THY-Tau22
mice, suggesting an instrumental role of cellular adaptive
immunity into tau-triggered cognitive deficits in Alzheimer’s
disease.

Materials and methods

Animals and study design

THY-Tau22 mice (C57BL6/] background) were generated by
overexpression of human four-repeat tau mutated at sites
G272V and P301S under the control of the neuronal Thy1.2
expression cassette (Schindowski et al., 2006). Non-transgenic
wild-type littermates were used as controls. Mice were housed
(four to six per cage) in a specific and opportunistic pathogen-
free facility and maintained on a 12-h light-dark cycle with ad
libitum access to food and water. Providing no major gender-
related differences were demonstrated in THY-Tau22 mice
(Laurent et al., 2016; data not shown), in the present study,
both males and females were used for the characterization of
immune responses and females to study the effect of anti-CD3
treatment.

Characterization of hippocampal neuroinflammatory re-
sponses in THY-Tau22 animals was carried out from 3
months of age (early disease stages) to 12 months of age,
when tau pathology and memory deficits are maximal in this
model (Burnouf et al., 2012; Van der Jeugd et al., 2013). For
such characterization, some of the mice were sacrificed by cer-
vical dislocation, brains harvested and hippocampi dissected
out using a coronal acrylic slicer (Deltamicroscopies) at 4°C



and stored at —80°C for biochemical and mRNA analyses.
Mice used for immunohistochemical studies were transcar-
dially perfused with NaCl 0.9% and paraformaldehyde 4%,
brains were harvested, post-fixed for 24 h in paraformaldehyde
4% and cryoprotected in 20% sucrose before being frozen.

Contribution of T cells to the pathophysiological develop-
ment in THY-Tau22 mice was investigated following intraper-
itoneal administration (5mg/kg every 2 weeks) of depleting
hamster anti-mouse CD3e monoclonal IgG1 antibody (clone
145-2C11; BioXcell BE0001-1) or hamster IgG isotype control
(BioXcell BE0091) (BioXCell). A total of 58 animals were as-
signed to balanced groups (wild-type iso, wild-type anti-CD3,
Tau22 iso and Tau22 anti-CD3). Body weight was measured
all along the protocol for monitoring healthy condition of ani-
mals (not shown). Blood was collected by tail vein sampling,
and flow cytometry analyses were carried out for monitoring
treatment efficiency and specificity. T cell depletion was
initiated at 4 months of age, i.e. before lymphocyte infiltration
was detected, and maintained until 9 months of age, when
transgenic animals exhibit maximal T cell recruitment
(Fig. 3). At completion of anti-CD3 experiment, half of the
animals were transcardially perfused as indicated above.
Hippocampi from remaining brains were dissected out for
later biochemical analyses. All protocols involving animal stu-
dies were approved by local ethics committee (agreement
n°CEEA 062010R).

CD8 immunohistochemistry in
post-mortem brain of patients
exhibiting frontotemporal dementia
with P301L mutation

Experiments using human post-mortem material were
approved by the ‘Comité de Protection des Personnes’ review
board (Ile de France 1, Paris, France). Immunohistochemical
staining on human brain was performed on autopsy cortical
tissue (temporal) from three control subjects and three patients
with frontotemporal dementia and P301L tau mutation
(Papegaey et al., 2016). Tissue was fixed in formaldehyde
and then embedded in paraffin. Paraffin-embedded tissues
were cut in serial 8 pm thick slices on a microtome, and sec-
tions were recovered on SuperFrost’ Plus slides (Kindler O
GmbH), before incubation at 56°C for 3 days. Diseased indi-
viduals and control subjects did not differ in terms of their
mean age at death [frontotemporal patients, 58 + 7.5 years
of age; controls 65 + 6 years of age; P = 0.5, Student’s #-test;
mean =+ standard error of the mean (SEM)] or the mean inter-
val from death to the freezing of tissue (frontotemporal pa-
tients, 18.0 & 9.8 h; controls 22.0 &+ 7.5 h; P = 0.78; Student’s
t-test; mean £+ SEM).

Immunohistochemistry was performed using the Ventana
BenchMark LT (Ventana Medical System Inc.). The fully auto-
mated processing of barcode-labelled slides included baking of
the slides, solvent-free deparaffinization and 30 min of CC1
(Tris/EDTA  buffer pH 8.0) antigen retrieval. Human
slides were incubated with primary antibody directed against
CD8 (clone C8/144B; mouse monoclonal IgG1; dilution 1/25,
Dako) for 32min at room temperature. Staining was re-
vealed by the ABC method (Vector Laboratories) with

3,3-diaminobenzidine as the peroxidase substrate and sections
were counterstained with haematoxylin and eosin solution.

Mouse tissue immunostainings

For immunohistochemical staining, 40pum floating sections
were incubated with primary antibodies directed against
Mac-1/CD11b (clone 5C6; rat monoclonal IgG2b; dilution 1/
250, AbD Serotec), GFAP (rabbit polyclonal Ig fraction; dilu-
tion 1/4000; Dako Z0334;), CD8u, (clone KT15; rat monoclo-
nal IgG2a; dilution 1/100; AbD Serotec) or CD4 (clone
YTS191.1; rat monoclonal IgG2a; dilution 1/100, AbD
Serotec), at 4°C for 24 to 48 h. Staining was revealed by the
ABC method (Vector Laboratories) with 3,3'-diaminobenzidine
as the peroxidase substrate.

For immunofluorescent stainings, brain sections were incu-
bated with the following primary antibodies directed against
zonula occludens-1 (rabbit polyclonal Ig fraction; dilution 1/
500; Zymed), occludin (rabbit polyclonal Ig fraction; dilution
1/500; Zymed), von Willebrand factor (mouse monoclonal
clone G-11; dilution 1/200; Santa Cruz). Appropriate Alexa
Fluor® 488- and Alexa Fluor® 568-conjugated secondary anti-
bodies (Invitrogen) were incubated for 1h at room tempera-
ture at 1:1000 dilution to reveal the primary antibodies.
Sections were counterstained and mounted with Vectashield/
DAPI (Vector). Images were acquired on a LSM 710 confocal
laser-scanning confocal microscope (Carl Zeiss).

For CCL3 immunofluorescence, brain sections were simul-
taneously incubated for 48 h at 4°C with two primary antibo-
dies developed in different species and diluted in PBS 0.1 M
plus 0.1% Triton' X-100: anti-CCL3 (AF-450-NA; Goat IgG;
dilution 1:100; R&D Systems) and anti-Ibal (019-19741;
rabbit polyclonal; dilution 1/500; Wako) or anti-GFAP
(Z0334; rabbit polyclonal;  dilution  1/500;  Dako).
Appropriate donkey Alexa Fluor® 488- and Alexa Fluor®
647-conjugated secondary antibodies (Life Technologies)
were incubated for 1h at room temperature at 1/1000 dilution
to reveal the primary antibodies. DAPI counterstaining
(Invitrogen, P36931, dilution 1/1000, 5-min incubation) was
performed to reveal nuclei. Sections were examined with an
upright confocal microscope Olympus FV-1000 using
Olympus FV-1000 software. Images were then prepared with
Image] software. Noteworthy, specificity of CCL3 immunos-
taining was validated using immunoabsorption and use of
CCL3 knockout mice (not shown).

For IgG immunofluorescence, brain sections were incubated
for 1h at room temperature with antibody directed against
total mouse IgG (Alexa Fluor® 488-conjugated goat anti-
mouse IgG, 1/500; Life technologies). Sections were counter-
stained and mounted with Vectashield/DAPI (Vector). Images
were acquired with an Apotome microscope (Imager Z1;
Zeiss).

Y-maze studies

Short-term spatial memory was assessed in a spontaneous nov-
elty-based spatial preference Y-maze test as previously
described (Laurent et al., 2016). Each arm of the Y-maze
was 22-cm long, 6.4-cm wide, with 15-cm high opaque
walls. Different extramaze cues were placed on the surround-
ing walls. Sawdust was placed in the maze during the experi-
ments and mixed between each phase. Allocation of arms was



counterbalanced within each group. During the exposure
phase, mice were placed at the end of the ‘start’ arm and
were allowed to explore the ‘start’ arm and the ‘other’ arm
for S min (beginning from the time the mouse first left the start
arm). Access to the third arm of the maze (‘novel’ arm) was
blocked by an opaque door. The mouse was then removed
from the maze and returned to its home cage for 2min. In
the test phase, the mouse was placed again in the ‘start’ arm
of the maze, the door of the ‘novel’ arm was removed and
the mouse was allowed to explore the maze for Smin (from
the time the mouse first left the start arm). The amount of time
the mouse spent in each arm of the maze was recorded during
both exposure and test phases using EthovisionXT (Noldus
Information Technology).

mRNA extraction and quantitative
real-time reverse transcription poly-
merase chain reaction

Total RNA were extracted from hippocampi and purified
using the RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen). One micro-
gram of total RNA was reverse-transcribed using the High-
Capacity c¢cDNA  reverse transcription kit  (Applied
Biosystems). Quantitative real-time reverse transcription poly-
merase chain reaction (RT-PCR) analysis was performed on an
Applied Biosystems Prism 7900 System using Power SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). The thermal
cycler conditions were as follows: 95°C for 10 min, then 45
cycles at 95°C for 15s and 60°C for 25's. Sequences of primers
used in this study are given in Supplementary Table 1.
Cyclophilin A (Ppia) was used as a reference housekeeping
gene for normalization. Amplifications were carried out in trip-
licate and the relative expression of target genes was deter-
mined by the AACt method.

Microarray study and GO
term enrichment

RNA quality was checked on RNA 6000 Nano chips using a
Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies). RNA samples used
for microarray experiments had RNA integrity numbers
(RINs) > 8.3. Agilent’s Quick Amp labelling Kit (One-color)
was used to generate fluorescent cRNA. The amplified cyanine
3-labelled cRNA samples were then purified using Qiagen’s
RNeasy® mini spin columns and hybridized to Agilent
Whole Mouse Genome Microarrays, 4x44K microarray.
Slides were washed and scanned with the Agilent scanner
G2505C, according to manufacturer’s standard protocol.
Information from probe features was extracted from micro-
array scan images using the Agilent Feature Extraction soft-
ware v.10.5.1.1. Analyses were performed using GeneSpring
10.0 (Agilent Technologies). Normalization between arrays
was performed using the 75 percentile method, flagged
probes and low intensity ones in both conditions were
removed from statistical analysis. Student #-test was performed
with Benjamini-Hochberg multiple testing correction as imple-
mented in GeneSpring 10.0 with a P-value cut-off of 0.05.
Finally we applied a fold change threshold of 2 and found
32 2-fold differentially expressed genes. We carried out a
(Gene Ontology) GO-term enrichment analysis for the 32

differentially expressed genes using AmiGO (version 1.7) and
MGI as a reference database (GO database release 2010-02-
08), with a minimum number of gene products of 2 and a
0.01 P-value cut-off with Bonferroni correction. Three genes
were excluded from the GO-term enrichment analysis because
of their exclusion from the GO database.

Biochemical studies

Tissue was homogenized in 200 ul Tris buffer (pH 7.4) con-
taining 10% sucrose and protease inhibitors (Complete; Roche
Diagnostics), sonicated and kept at —80°C until use. Protein
amounts were quantified using the BCA assay (Pierce), and
samples diluted with lithium dodecyl sulphate buffer (2 x ) sup-
plemented with reducing agents (Invitrogen) and then sepa-
rated on 4-12% NuPAGE® Novex gels (Invitrogen). Proteins
were transferred to nitrocellulose membranes, which were then
saturated with 5% non-fat dried milk or 5% bovine serum
albumin in TNT (Tris 15mM pH 8, NaCl 140 mM, 0.05%
Tween) and incubated at 4°C for 24 h with the primary anti-
bodies directed against phosphoepitope of tau protein as fol-
lows: phospho(p)-Tyr18, pThr212/pSer214 (AT100) (Pierce),
pSer262, pSer404, pSer422 (Invitrogen); dephosphorylated
tau (Taul, Millipore), total tau Cter (in-house antibody recog-
nizing the 11 amino acids in COOH-terminal part of tau),
HT7 (MN1000, Thermo Scientific). We also used anti-Arc
(SantaCruz, sc17839) and anti 14-3-3 (Santa Cruz, 1019) anti-
bodies. Appropriate HRP-conjugated secondary antibodies
were incubated for 1h at room temperature and signals were
visualized using chemoluminescence kits (ECL, Amersham
Bioscience) and a LAS4000 imaging system (Fujifilm). Results
were normalized to actin and quantifications were performed
using Image] software (Scion Software).

ELISA

Hippocampal tissues were homogenized in RIPA buffer (Tris
HCI 25 mM, NaCl 150 mM, NP40 1%, sodium deoxycholate
1%, SDS 0.1%, pH 7.6). The resulting lysates were sonicated
and incubated for 1h at 4°C under agitation before centrifu-
gation (12000g, 4°C, 15min). Supernatants were collected
and protein amounts determined using the BCA assay
(Pierce). CCL3, CCL4 and CCLS levels were quantified using
commercially available ELISA assays (R&D Systems) after
loading 300 pg of proteins in 50 ul volume.

Isolation of brain-myeloid cells

Preparation of CNS-immune cells was performed using
Percoll® separation as described previously (Fazilleau et al.,
2007). Briefly, mice were perfused with phosphate-buffered
saline (PBS) and the brains were dissected out and homoge-
nized in Sml of PBS with collagenase IV at 0.2 mg/ml and
DNase I at 1mg/ml (both from Sigma-Aldrich) for 30 min at
37°C and 5% CO,. The brain homogenate was washed with
PBS-foetal bovine serum 5% and centrifuged in a 30/37/70%
Percoll® gradient (GE Healthcare). Myeloid cells were re-
covered from the 37/70% Percoll® interphase and washed.
The pellet containing the myeloid cells was resuspended in
400 pl PBS-bovine serum albumin 0.5%. Binding of antibodies
to Fc receptors was prevented by adding 1pg Fe-block (anti-
CD16/CD32 antibodies). One hundred microlitres of cells were



labelled with 100 pl of primary antibodies mix: anti-CD45-
V450 (30F11) (BD Biosciences) and anti-CD11b-PerCPCyS5.5
(M1/70) (eBioscience). After labelling, cells were fixed in 1%
paraformaldehyde. A logical gate strategy was applied for the
fluorescence-activated cell sorting (FACS) experiments: a mor-
phological gating referred to dot plot FSC-Area versus SSC-
Area and duplets discrimination referred to dot plot FSC-Area
versus FSC-Height. To standardize our FACS analyses, we
analysed the same number of cells for each sample i.e.
20 000 events in this gate per sample. For compensation set-
tings, compbeads (BD Biosciences) with corresponding antibo-
dies were used. Fluorescence intensities were measured using a
FACS Verse analyser (BD Biosciences) and data were analysed
using the Flow]Jo Software (FlowJo LLC).

T cell analyses

Efficiency and specificity of T cell depletion was monitored by
flow cytometry. B and T lymphocytes were quantified in blood
samples the day before and 5 days after anti-CD3 or isotype
control administration. Cells were first incubated for 10 min
with FcR-blocking antibodies (2.4G2; BD Biosciences) to avoid
non-specific staining, and then surface stained with phyco-
erythrin-conjugated anti-CD19 (1D3; BD Biosciences) and
allophycocyanin-conjugated  anti-TCRp  (H57-597; BD
Biosciences) antibodies. In a pilot cohort, 5 days after treat-
ment completion single-cell suspensions were prepared from
spleen and pooled popliteal, cervical, inguinal and mesenteric
lymph nodes, and then analysed similarly.

In other experiments, we carried out a detailed phenotypic
analysis of both CD8* and CD4* peripheral T cells in the
blood, spleen and pooled lymph nodes from 5/6-month-old
wild-type and THY-Tau22 mice. Cells were first incubated
with FcR blocking antibody (2.4G2; BD Biosciences) to
avoid non-specific staining. Anti-CD3-FITC (145-2C11), anti-
CD8-PerCPCyS.5 (53-6.7), anti-CD4-APC (RM4-5), anti-
CD62L-PE (MEL-14), and anti-CD44-Alexa Fluor® 700
(IM7) (all from BD Biosciences) were then used for cell-surface
staining.

Purified CD8* and CD4" T cells were isolated from spleno-
cytes of wild-type and THY-Tau22 mice by magnetic cell sort-
ing, using Dynal Mouse CD4 negative isolation kit and
Dynabeads® untouched mouse CD$ cells kit (Invitrogen), ac-
cording to manufacturer’s instructions. Purity of isolated cells
was evaluated by flow cytometry using anti-CD3-FITC (145-
2C11), anti-CD8-PerCPCyS.5 (53-6.7), anti-CD4-APC (RM4-
5), anti-CD19-PE (1D3) (all from BD Biosciences). Purity of
isolated CD8* and CD4* T cells was >80%.

For the analysis of activation-induced cytokine production,
2 x 10° splenocytes from wild-type or THY-Tau22 mice were
stimulated in vitro for Sh at 37°C with a cocktail of
PMA + ionomycin  (Leukocyte Activation Cocktail; BD
Biosciences) in the presence of brefeldin A. Cells were then
harvested, incubated with FcR-blocking antibody (2.4G2) to
avoid non-specific staining, and surface-stained using anti-
CD3-FITC (145-2C11), anti-CD8-PerCPCy5.5 (53-6.7), anti-
CD4-APC-eFluor780 (GK1.5; eBioscience). After cell surface
staining cells were processed for intracellular cytokine staining
using the BD Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences). After
permeabilization, cells were first incubated with FcR-blocking
antibody (2.4G2), followed by anti-IFNy-PE-Cy7 (XMG1.2;

BD Biosciences) and anti-TNFa-BV421
Biolegend).

All fluorescence data related to T cell analyses were collected
on a Gallios flow cytometer (Beckman Coulter) and analysed

using Kaluza Analysis 1.3 software (Beckman Coulter).

(MP6-XT22;

Statistical analysis

Results are expressed as means + SEM or =+ standard devi-
ation (SD). Differences between mean values were determined
using the Student’s #-test or one-way ANOVA followed by a
post hoc Fisher’s least significant difference (LSD) test using
Graphpad Prism Software. P values < 0.05 were considered
significant.

Results

Development of hippocampal neu-
roinflammation in THY-Tau22 mice

We first evaluated glial cell activation in the hippocampus
of THY-Tau22 mice, from an early stage (3 months of
age), i.e. when hippocampal tau pathology starts develop-
ing, to later stages (12 months of age), when pathology and
memory deficits are maximal in this mouse model (Burnouf
et al., 2012; Van der Jeugd et al., 2013). As expected from
previous studies in several tau transgenic models
(Yoshiyama et al., 2007; Bellucci et al., 2011; Laurent
et al., 2014), immunostainings for CD11b and GFAP
showed significant microgliosis and astrocytosis, which
were spatiotemporally correlated with hippocampal tau
pathology in THY-Tau22 mice, as compared to wild-type
littermates (Fig. 1). Accordingly, we found significant
mRNA upregulation of innate immunity markers such as
Tlr2 (toll-like receptor 2), Cd68 and Tnfa (tumor necrosis
factor o) (Supplementary Fig. 1).

To gain further insights into the relationships between
tau pathology and neuroinflammation, we performed a
microarray study on hippocampal mRNA samples from
12 month-old wild-type and THY-Tau22 mice (n=7/
group), to evaluate global gene expression changes asso-
ciated with the development of tauopathy. As shown in
Supplementary Table 2, 32 genes were identified as differ-
entially expressed, with 28 genes being upregulated and
only four genes downregulated in THY-Tau22 mice, as
compared to wild-type animals. Most of the upregulated
genes were associated with immune responses, in line
with GO-Term Enrichment analysis (Supplementary Table
2). Expression changes of uncovered immune markers
(indicated as bold in the Supplementary Table 2) were
validated by quantitative PCR using independent mRNA
samples. For most markers, such analysis demonstrated
an age-dependent increased expression in tau transgenic
mice as compared to wild-type littermates (Fig. 2A and
Supplementary Fig. 2). Altogether, these data indicate that
significant  neuroinflammatory  responses  progressively
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Figure | Glial cell activation in the hippocampus of THY-Tau22 mice. (A and B) As seen using an antibody revealing pSer422
immunoreactivity, THY-Tau22 mice exhibit a high level of abnormally phosphorylated tau species in the CAl region of hippocampus at 12 months
of age. (C and D) CD| Ib immunostaining point out progressive microglial (C, arrows) and astroglial (D) reponses in the hippocampal CAl area of
THY-Tau22 mice (bottom) as compared to wild-type (WT) animals (top). n = 3/group. Scale bars = 500 um (B); 100 um (C and D).

develop along with tau pathology and memory deficits in
the hippocampus of THY-Tau22 mice.

Chemokine surge is associated with
hippocampal T cell infiltration

Among the 28 genes overexpressed in the hippocampus of
THY-Tau22 mice (Supplementary Table 2), four of them
encode chemokines, i.e. Ccl3, Ccl4, Ccl5 and CxclS.
Upregulation of CCL3, CCL4 and CCLS was confirmed
by both quantitative PCR and ELISA (Fig. 2A and B). Of
note, compared to CCL4 and CCLS, hippocampal CCL3

levels were progressively and significantly upregulated from
early pathological stages as compared to control littermates
(Fig. 2B). Immunofluorescence analysis revealed clustered
CCL3 staining in Ibal-positive (Fig. 2C) but not GFAP-
positive (Fig. 2C) hippocampal cells, suggesting that
CCL3 is almost exclusively produced by microglia in the
hippocampus of THY-Tau22 mice.

Chemokines are pivotal in the trafficking of leucocytes
into the brain (Jaerve and Miiller, 2012). Among them,
CCL3 was suggested to favour T cell infiltration in the
brain of patients with Alzheimer’s disease (Man et al.,
2007). To test the hypothesis that chemokine release in
the hippocampus of THY-Tau22 mice was associated
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Figure 2 Age-dependent upsurge of chemokines in the hippocampus of THY-Tau22 mice. (A) Quanititative PCR analysis of Ccl3,
Ccl4, Ccl5 and Cxcl5 mRNAs revealed a significant and generally progressive overexpression in the hippocampus of transgenic animals as compared
to wild-type (WT). Results are expressed as means + SEM. P < 0.05, P < 0.01,”°P < 0.001 versus wild-type (3 months) using using one-way
ANOVA followed by a post hoc Fisher’s LSD test. n = 5-13/group. (B) ELISA determinations of hippocampal CCL3, CCL4 and CCLS5 levels in wild-
type and THY-Tau22 mice at all ages. The three chemokines were found significantly increased in tau animals, CCL3 being the earliest upregulated
chemokine. Results are expressed as means 4= SEM. P<0.05 P <00l,"P <000l versus wild-type (3 months) using using one-way ANOVA
followed by a post hoc Fisher’s LSD test. n = 6-8/group. (C) Immunofluorescence analysis of CCL3 expression in the hippocampus of THY-Tau22
mice and wild-type littermates at the age of 12 months. Labelling of CCL3 (red) with the microglial marker Ibal or the astrocyte marker GFAP

(green) revealed clustered CCL3 staining solely in Ibal-positive cells (arrowheads and inset) in transgenic tau mice. To a lesser extent, such
clusters are present in wild-type animals. Scale bar = 20 um.
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Figure 3 Hippocampal CD8" T cell infiltration in the parenchyma of THY-Tau22 mice. (A-C) Top: CD8 immunostaining highlights
numerous parenchymal lymphocytes in the whole hippocampus of tau transgenic animals. Infiltrated lymphocytes were clearly identified at higher
magnification (red arrows in bottom panels). Scale bars = 500 um (top) and 50 um (bottom panels). (D) Hippocampal density of CD8* T cells was
found significantly increased from 7 months of age. Results are expressed as means + SEM. ‘P < 0.05, P < 0.01 versus wild-type mice using one-
way ANOVA followed by a post hoc Fisher’s LSD test. n = 3/group.

with T cell recruitment, hippocampal CD4* and CD8* T accumulated in the hippocampus of THY-Tau22 mice all
cells were quantified by immunohistochemistry. Numerous ~ along the rostro-caudal axis, an area exhibiting hyper-
CD8" cells exhibiting typical lymphocyte morphology  phosphorylated tau species (Fig. 3A-C). Quantitative
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analysis revealed a significant increase in the density of
hippocampal CD8" T cells in THY-Tau22 mice as com-
pared to wild-type animals, starting from 7 months of age
(Fig. 3D). Unlike CD8* T cells, parenchymal CD4"* cells
were barely observed in both THY-Tau22 mice and wild-
type littermates at all ages (not shown). As chemokines,
and notably CCL3, can also be a chemoattractant for mye-
loid cells (Trifilo et al., 2003), we have also determined by
flow  cytometry the proportion of  microglia
(CD11b*CD45™4)  and  peripheral  macrophages
(CD11b*CD45"") in the brain of THY-Tau22 mice. We
found that the proportion of macrophages was not
increased in the brain of THY-Tau22 mice compared to
wild-type mice at the age of 6 and 12 months, indicating
that macrophages do not significantly infiltrate the CNS
during the pathology (Supplementary Fig. 3).

In parallel, we also evaluated the activation status of per-
ipheral T cells in THY-Tau22 mice. We carried out a de-
tailed phenotypic analysis of both CD8* and CD4* T cells
in the blood, spleen and pooled lymph nodes (cervical, ax-
illary and inguinal) from $/6-months old wild-type and
THY-Tau22 mice, based on the expression of CD44 and
CD62L activation markers. We observed no differences in
the frequency of naive (CD62L* CD44'%), effector memory
(CD62L~CD44"), central memory (CD62L*CD44") or
acute/activated  effector (CD62L~CD44'°%) CD8* or
CD4" T cells (Supplementary Fig. 4). Hence, human tau
transgene expression in THY-Tau22 mice did not result in
altered balance of activated versus naive CD8* nor CD4*
T cells in the periphery. Furthermore, to rule out a poten-
tially altered functionality of peripheral T cells in THY-
Tau22 mice due to potential transgene expression in
CD4* and/or CD8* T cells, we analysed the expression
of human MAPT (tau) transgene in purified CD4" and
CD8* T cells isolated from the spleens of both wild-type
and tau transgenic mice. As expected from previous works
showing that the Thy1.2 expression cassette only drives
expression solely in neurons and not T cells (Vidal et al.,
1990; Caroni, 1997), we did not detect any human 4R tau
transgene in both purified CD4" and CD8" T cells from
THY-Tau22 mice (Supplementary Fig. §). Finally, we as-
sessed whether peripheral T cells from transgenic mice may
display any altered functionality at producing effector cyto-
kines as compared to T cells from wild-type mice. By intra-
cellular cytokine staining and flow cytometry analysis, we
quantified the frequency of CD4* and CD8* T cells pro-
ducing key effector cytokines interferon-y (IFNy) and/or
TNFo upon polyclonal activation of either wild-type or
THY-Tau22 splenocytes. No significant differences were
observed in the frequency of TNFa-producing CD8* T
cells, as well as in percentages of IFNy*TNFa~ or
IFNy*TNFo* CD4* T cells, between wild-type and trans-
genic animals (Supplementary Fig. 6). These data indicate
that 4RTau transgene is neither significantly expressed at
the protein level in CD4* and CD8" T cells from THY-
Tau22 animals, nor does it impair their capacity to produce
effector cytokines upon activation. Altogether, these studies
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rule out a possible impact of human tau transgene expres-
sion in T cells on their activation profile and functionality
in THY-Tau22 mice. Hence, these data further suggest that
hippocampal T cell infiltration in THY-Tau22 animals is
not a bystander effect resulting from potentially altered
functionality of peripheral T cells prior entering the brain,
but rather related to brain-restricted neuroinflammatory
processes triggering selective CD8* T cell recruitment.

To confront the data obtained in our experimental model
of tauopathy-associated cognitive impairment with human
pathology, we investigated CD8* T cell recruitment in
post-mortem brain specimens from patients exhibiting fron-
totemporal dementia with tau P301L mutations and age-
matched control individuals. As expected, tau hyperpho-
sphorylation was observed in the cortex of patients with
frontotemporal dementia carrying P301L mutations
(Fig. 4A). Whereas CD8* T cells were exclusively distrib-
uted along the blood vessels in control individuals, both
vascular and parenchymal CD8" cells were systematically
observed in patients suggesting that tau pathology is asso-
ciated with brain tissue recruitment and infiltration of
CD8" T cells at distance from the blood-brain barrier
(Fig. 4B).

As T cell entry could rely on passive mechanisms due to
blood-brain barrier breakdown (Blair et al., 2015), we
evaluated the integrity of the blood-brain barrier by
analysing the status of tight junctions and the potential
presence of IgG extravasation in the hippocampus of
THY-Tau22 mice. Immunostainings show a similar overlap
for tight-junctions markers zonula occludens-1 and occlu-
din, with the constitutive endothelial marker von
Willebrand factor in the hippocampus of 12-month-old
THY-Tau22 mice as compared to wild-type animals
(Fig. 5 and Supplementary Fig. 7). Tjpl (zonula occlu-
dens-1) and Ocln (occludin) mRNA expressions also re-
mained unchanged (not shown). Finally, we did not find
any sign of IgG extravasation in THY-Tau22 mice, sup-
porting the lack of major blood-brain barrier disruption
(Supplementary Fig. 8). Altogether our data support that
hippocampal tau pathology is sufficient for promoting
active brain-restricted recruitment of CD8" T cells.

T cell depletion restrains cognitive
deficits in THY-Tau22 mice

To evaluate the impact of T cell infiltration on disease pro-
gression, we assessed the consequences of T cell depletion
on pathophysiological development in THY-Tau22 mice.
Tau transgenic animals were injected every 2 weeks with
either anti-CD3 depleting antibody or control isotype from
4 to 9 months of age, i.e. starting from an early disease
stage before T cell infiltration can be detected up to later
stages when hippocampal T cell accumulation is maximal
(Fig. 3B). As shown in Supplementary Fig. 5, TCRB™ cir-
culating T cells drop dramatically 5 days after anti-CD3
treatment as compared to isotype-treated mice, while
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Figure 4 Presence of parenchymal CD8" cells in the cortex of patients with frontotemporal dementia (FTDP-17) carrying
P30IL mutations. (A) Western blot analysis performed on the cortex of patients revealed, as expected, tau hyperphosphorylation at pSer396
epitope as compared to age-matched controls (n = 3/group). (B) Immunohistochemical detection of CD8” T cells in the human cortex of
controls and patients. Whereas CD8™ T cells were exclusively distributed along the blood vessels (indicated by an asterisk) in control individuals,
parenchymal (arrows) CD8™ cells are observed at distance from the blood-brain barrier in patients. Scale bar = 100 ym.

CD19" B cells remain unchanged. Drastic decrease in both
frequency and absolute numbers of TCRB* T cells but not
B cells was also observed in spleen and pooled lymph
nodes, confirming the efficiency and specificity of T cell
depletion approach (Supplementary Fig. 9C and D). On
completion of treatment, i.e. in 9-month-old animals, we
examined the impact of T cell depletion on the develop-
ment of memory deficits in THY-Tau22 mice, using the Y-
maze task.

Treatment of wild-type littermates with either anti-CD3
or control isotype did not significantly impact spatial
memory. Indeed, as shown in Fig. 6A, wild-type animals
spent significantly more time in the novel arm as compared
to the other one (P < 0.001 versus other arm for both
groups; one-way ANOVA). Accordingly, percentage of
time spent in the novel arm was significantly above
chance (i.e. >50%) in both groups (wild-type + isotype:
P =0.01; wild-type + anti-CD3: P =0.027). As expected
(Belarbi et al., 2011; Laurent et al., 2016), THY-Tau22
mice injected with control isotype exhibited impaired spa-
tial memory as demonstrated by the lack of preference for

the novel arm (P =0.69 when compared to 50% chance,
and P =0.61 versus the other arm; one-way ANOVA). In
contrast, THY-Tau22 animals treated with anti-CD3 anti-
body behaved like wild-type animals, spending significantly
more time in the novel arm than the other arm (P =0.011
when compared to 50% chance, P < 0.0001 versus other
arm; one-way ANOVA), indicative of improved spatial
memory upon T cell depletion (Fig. 6A). Impaired
memory has been associated with altered plasticity in tau
transgenic mice (Burlot ef al., 2015). We then investigated
to what extent anti-CD3 treatment impacted on markers
known to modulate synaptic plasticity. Specifically, we stu-
died expression of Arc and 14-3-3 proteins, both known to
regulate hippocampal-dependent memory (Qiao et al.,
2014; Minatohara et al., 2016). As shown in Fig. 6B, hip-
pocampal expression of Arc and 14-3-3 significantly
decreased, respectively, by 42.9+1.9% (P=0.016) and
23.0 £ 0.9% (P =0.014) in THY-Tau22 injected with iso-
type compared to wild-type mice treated with isotype.
Whereas anti-CD3 antibody did not impact on Arc and
14-3-3 expressions in wild-type mice, their levels were



194 | BRAIN 2017: 140; 184-200

THY-Tau22

C. Laurent et al.

Figure 5 Blood-brain barrier integrity of THY-Tau22 mice. Immunofluorescence labelling of the tight junction marker zonula occludens-

| (ZO-I; red) and the constitutive endothelial marker von Willebrand factor (VWF; green) in the CAl region of the hippocampus of wild-type
(WT; top) and THY-Tau22 mice (bottom) at 12 months of age. DAPI staining of nuclei in blue. Similar co-stainings was observed in both genotypes,
reflecting an absence of major blood-brain barrier impairment in transgenic animals. n = 3/group. Scale bar = 20 um.

significantly increased in THY-Tau22 mice treated with the
antibody (Arc: +32.2+6.7%, P=0.025 versus THY-
Tau22 + isotype; 14-3-3: 25.6 £7.6 %, P=0.023 versus
THY-Tau22 + isotype, ANOVA; Fig. 6B).

Strikingly, prevention of spatial memory deficits was asso-

one-way

ciated with a significant reduction in the density of CD8*
cells in the hippocampus of T-cell-depleted THY-Tau22 mice,
reaching similar levels than in control littermates (Fig. 6C).
We demonstrated previously a correlation between spa-
tial memory impairment and tau hyperphosphorylation in
the THY-Tau22 mouse model (Burnouf et al., 2013;
Leboucher et al., 2013; Laurent et al, 2016). We
thus investigated the impact of T cell depletion on hippo-
campal tau phosphorylation in THY-Tau22 mice.
Immunohistochemical studies showed that percentage of
AT8-stained hippocampal area was similar in both groups
of THY-Tau22 mice (1.13 +0.11% in isotype-treated mice
versus 1.39 +0.22% after anti-CD3 treatment; P > 0.05,

Student f-test; Fig. 6D). Western blot experiments further
indicated that T cell depletion did not alter tau expression,
truncation or phosphorylation at multiple epitopes
(Fig. 6E). Of note, quantitative RT-PCR analysis showed
that T cell depletion was associated with significant reduc-
tion of Clec7a, Itgax, Ccl3, Cd52, Gfap and Cd68 mRNA
expression levels in THY-Tau22 mice as compared to iso-
type-treated transgenic animals (Fig. 6F). Altogether, these
data strongly support that hippocampal CD8* T cell infil-
tration promotes neuroinflammation and cognitive decline
in THY-Tau22 transgenic mouse model of tauopathy, with-
out affecting tau protein deposition or phosphorylation.

Discussion

Accumulating evidence support an instrumental role of im-
munity in the pathophysiology of Alzheimer’s disease.



T cell infiltration in a tauopathy model

>

&2 O o
T 9

N
-

% time spent in aims

0.

CwTiso

Il Tau22 Iso Tau22 anti-CD3

WT anti- CD3

WT WT Tau Tau
Isotype CD3 Isotype CD3
C
5.
E 4 :
S % .
Qh) = 3'
£8
237
8 1 i
0.
D
P Iso
V-‘ -~
7\2\,‘ T
Anti-CD3

BRAIN 2017: 140; 184-200 |

B WTIso {WTanti-CD3; Tau22 lsotype | Tau22 anti-CD3
7. V{ ) [ ——— ————
14-3-3 | e e e g e e} e e e ] e e e
A 4
GAPDH| = ;
t— T
o op
o
g 5 g5
< Se
3 ° & °
. 2L
E Tau22  Tau22
Isotype anti-CD3
W
1504 150
AT100 [ == == ] -
o=
£ £ 100 ;E 100
<5 25
Tau‘| - — e — % 3 é.‘.’
® 3 50 S8 50
AR a
pS404 E =2 -
0 . 0
pY18 i
2 150, 150
3
$262 ES 2 25
" 3£ 100 ’é %
=]
Total Tau ..Hg% Es
. e ® TR
2 -
0
t-Tau H 150
[P -~
3 g 100 § 38
€8 =4
1 g2 50 4
AcCtin | wess s | [ss s ‘gv ==
0
1500;
_§1ooo
g e N
N
€ 5001 # N\
0 \
6001
B
§ 400} CIWTiso SN WT anti- CD3
2 w0l & B Ml Tau22 iso BN Tau22 anti-CD3
£ §I§
0.

195

Figure 6 Impact of T cell depletion on spatial memory and hippocampal tau pathology in THY-Tau22 mice. (A) Effect of anti-
CD3 antibody treatment on spatial memory using Y-maze task. While wild-type (WT) mice, regardless of treatment, exhibited a preference for
the new arm, compared to the familiar arm, THY-Tau22 treated with the isotypic control did not demonstrate preference for the new arm,
showing defective spatial memory. By contrast, anti-CD3 treated THY-Tau22 mice demonstrated a preference for the new arm similarly to
control animals. Results are expressed as means + SEM. ™ P < 0.001 Familiar/Other (O) versus New (N) arms using one-way ANOVA. n = 6-19/
group. (B) Effect of T cell depletion on hippocampal markers of synaptic plasticity. Hippocampal Arc and 14-3-3 immunoreactivities were found
significantly decreased in THY-Tau22 mice treated with isotypic control versus wild-type mice and return to control level in THY-Tau22 mice
treated with the anti-CD3 antibody. P < 0.05, versus wild-type isotype, *P < 0.05 and *P < 0.01 versus THY-Tau22 isotype group, using using

(continued)



196 | BRAIN 2017: 140; 184-200

Whereas most previous studies focused on amyloid-driven
pathology, interrelationships between innate and adaptive
immune responses with tau pathology remain unclear so
far. Our study in a tau transgenic mouse model highlights
that tau pathology is associated with an early chemokine
surge followed by hippocampal T cell infiltration.
Importantly, our data support that such T cell recruitment
promotes tau-triggered spatial memory deficits, without af-
fecting tau protein deposition nor phosphorylation, but at
least partially through promoting innate neuroinflamma-
tory responses. To the best of our knowledge, this is the
first report documenting an instrumental role of brain T
cell infiltration in the pathophysiology of tauopathy.

In the present work, we describe that development of
hippocampal tauopathy, previously linked to significant
cognitive deficits (Van der Jeugd et al,, 2011; Burnouf
et al., 2013; Laurent et al., 2016), induces progressive
innate neuroinflammatory response associated with T cell
recruitment in the absence of neuronal death (Van der
Jeugd et al., 2011; Burnouf et al., 2013). Innate neuroin-
flammation has previously been associated with tau path-
ology (Yoshiyama et al., 2007; Garwood et al., 2010) and
is thought to contribute, in a vicious circle, to tau hyper-
phosphorylation, aggregation, secretion and pathology
spreading (Yoshiyama et al., 2007; Gorlovoy et al., 2009;
Bhaskar et al., 2010; Asai et al., 2015). Microglia activa-
tion can result in multiple phenotypes characterized by dis-
tinct molecular and functional patterns. In particular,
classical proinflammatory M1-like phenotype, such as
induced by the prototypic activation  cocktail
Lipopolysaccharide plus IFNy, is associated with expression
of proinflammatory mediators (TNFao, interleukin 1p, inter-
leukin 6,...) as well as several chemokines including CCL3
(for review see Mantovani et al., 2004). Here, we demon-
strate that development of tau pathology is associated with
an early and progressive surge of microglial-produced
CCL3 in the hippocampus of THY-Tau22 mice. Together
with TNFa expression observed at later stages, these data
suggest that tau-associated microglial activation in our
transgenic mice is reminiscent of a proinflammatory-like
profile. Early increase in Toll-like receptor 2 expression
further supports this idea, as Toll-like receptor 2 expression
is associated with M1-like microglial polarization profile
and function (Liu et al., 2012). Hippocampal CCL3 upre-
gulation in THY-Tau22 mice could contribute to several
mechanisms converging to memory deficits. As we

Figure 6 Continued
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previously demonstrated in wild-type mice (Marciniak
et al., 2015), CCL3 could directly alter long-term plasticity
and spatial memory in the hippocampus of THY-Tau22
mice. In addition, our current data support that tau-trig-
gered CD8* T cell infiltration in the brain contributes to
the development of memory impairments. Interestingly,
CCL3 production is detected before T cell infiltration and
could therefore contribute to T cell diapedesis. Indeed,
among other chemokines, CCL3 has been shown to con-
tribute to T cell recruitment to the brain (Man et al., 2007,
Shechter et al., 2013; see Wilson et al., 2010 for review).
Leucocyte infiltration has been recently reported in tau
transgenic animals (Blair et al., 2015). However, in this
study using the rTg4510 strain, infiltration of CD3" cell
was strongly associated with tau-induced neurotoxicity and
blood-brain barrier damage, as notably seen using IgG
staining. Our data rather suggest that development of tau
pathology is associated with T cell hippocampal recruit-
ment that occurs in the absence of major blood-brain bar-
rier leakage, in favour of an active process possibly
involving CCL3-mediated chemotaxis. This view is further
supported by increased Itgb2 (lymphocyte function-asso-
ciated antigen 1/LFA-1), Vcaml (vascular cell adhesion
molecule 1), and Icaml (intercellular adhesion molecule)
mRNA expression in the hippocampus of THY-Tau22
mice (not shown). It is worth noting that T cell infiltration
was neither related to an altered T cell activation profile
nor impaired functionality in the periphery prior to enter-
ing the brain, ruling out that our observations rely on
skewed functional differentiation of T cells in our trans-
genic mouse model. Lymphocyte infiltration has been
described in brains of patients with Alzheimer’s disease
(Rogers et al., 1988; Togo et al., 2002; Zotova et al.,
2013), as well as in murine models of amyloid-driven path-
ology (Stalder et al., 2005; Browne et al., 2013). Of note,
Zotova et al. (2013) pointed out that presence of CD3* T
cells in the brain parenchyma of patients correlated with
phospho-tau but not amyloid pathology. In the present
manuscript, we qualitatively observed parenchymal CD8*
cells in the cortex of patients exhibiting frontotemporal de-
mentia carrying P301L tau mutation, in accordance with
CD8* cell infiltration evidenced in THY-Tau22 mice.
Altogether, these data support that tau-triggered innate
neuroinflammatory responses may promote CD8* T cell
infiltration into the brain of patients with Alzheimer’s dis-
ease. Of note, antigen specificity of such infiltrating T cells

one-way ANOVA followed by a post hoc Fisher’s LSD test. n = 3—4/group. Hippocampal density of CD8" T cells in the different experimental
groups. Density of CD8™ T cells was significantly increased at 9 months of age in THY-Tau22 mice treated with isotype and returned to control
level in THY-Tau22 mice treated with anti-CD3 antibody. “P < 0.05 versus wild-type isotype, P < 0.0 versus THY-Tau22 isotype group, using
using one-way ANOVA followed by a post hoc Fisher’s LSD test. n = 3—10/group. (D) AT8 immunostaining indicate a similar immunoreactivity in
THY-Tau22 mice regardless of treatment. n = 8/group. Scale bar = 500 pM. (E) Anti-CD3 treatment did not impact human tau expression,
truncation (t-tau) and hyper-phosphorylation at several phospho-epitopes in THY-Tau22 mice. n = 6-8/group. Results are expressed as a per-
centage of THY-Tau22 mice injected with isotype + SEM. (F) Effect of anti-CD3 treatment upon mRNA expression of neuroinflammatory
markers in the hippocampus of THY-Tau22 mice. “P < 0.01, ""P < 0.001 versus wild-type isotype, #P < 0.05 versus THY-Tau22 isotype group,
using using one-way ANOVA followed by a post hoc Fisher’s LSD test. n = 6-9/group.
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still remains unknown, as well as whether their selective
hippocampal recruitment relies on antigen-specific transmi-
gration processes, as previously described in murine models
of multiple sclerosis (Galea et al., 2007).

Our study supports that tau-triggered T cell infiltration
plays an instrumental role in the development of tau-induced
memory deficits. Whereas anti-CD3 treatment had no sig-
nificant effect in wild-type littermates, such peripheral T cell
depletion in THY-Tau22 mice abolished both CD8* T cell
infiltration in the hippocampus and cognitive deficits, as
measured using the short-term memory Y-maze task, previ-
ously shown to be very sensitive in the THY-Tau22 strain
(Belarbi et al., 2011; Troquier et al., 2012; Burlot et al.,
2015; Laurent et al., 2016). Noteworthy, behavioural im-
provement occurred without detectable impact on tau phos-
phorylation nor deposition, suggesting that T cell infiltration
is not instrumentally involved in the direct modulation of
tau proteinopathy, but rather stands as a downstream
factor promoting cognitive impairment. In accordance with
this view, we observed that tau-pathology induced down-
regulation of Arc and 14-3-3 proteins, both involved in hip-
pocampal synaptic plasticity and the formation of memory
traces (Qiao et al., 2014; Minatohara et al., 2016), which
was prevented by anti-CD3 treatement in THY-Tau22 mice.
Of note, our data show that T cell depletion was associated
with significant downregulation of several neuroinflamma-
tory markers in THY-Tau22 mice, suggesting differential
activation of astrocytic and microglial responses in T cell-
depleted animals. Activated microglia and astrocytes can
produce a significant range of soluble factors capable of
modulating synaptic function and plasticity, such as inflam-
matory mediators, trophic factors, neurotransmitters and
neuromodulators. Variations in the activation phenotypes
of such glial cell populations is expected to translate into
different capacities to modulate cognitive functions (Jones
and Lynch, 2015; Patterson, 2015). Hence, hippocampal T
cells infiltrating the brain in the context of tau pathology
may directly modulate microglial and/or astrocytic activation
status, towards a profile with detrimental impact on synaptic
plasticity. This is in part reminiscent of our recent data in a
mouse model of amyloid-driven pathology, suggesting that
some T cell populations, i.e. regulatory T cells, inversely
contribute to restrain cognitive deficits at least partially
through modulation of microglial responses, without altering
amyloid-B deposition (Dansokho et al., 2016). Of note, it
was recently suggested that the complement-dependent path-
way of synaptic pruning by microglia is inappropriately acti-
vated and mediate synapse loss in Alzheimer’s disease (Hong
et al., 2016). Considering that complement has previously
been described to contribute to the regulation of T cell func-
tional differentiation, expansion and survival (Kwan et al.,
2012), it now remains to be determined whether the impact
of complement pathway on synapse loss may also partly rely
on complement-mediated regulation of T cell responses and/
or their crosstalk with microglia.

Alternatively, hippocampal CD8" T cells might also dir-
ectly affect neuronal function and plasticity. Several evidence
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indicates that neurons can express major histocompatibility
complex class I molecules, either constitutively or more par-
ticularly in an inflammatory context. Both antigen-depend-
ent and antigen-independent interactions between neurons
and T cells, including CD8" T cells, have been previously
described. Among other mechanisms, based on antigen- and
major histocompatibility complex class I-dependent inter-
actions, CD8" T cells were shown to promote direct loca-
lized structural damage to neurites, or even neuron lysis
(Pool et al., 2012; Sauer et al., 2013). Activated CD8* T
cells can also inhibit neurite outgrowth without detectable
neuronal apoptosis in a contact-dependent but antigen-inde-
pendent manner (reviewed in Liblau et al., 2013). Cytokines
released from activated T cells might also contribute to
direct and collateral disturbances of neuronal electrical ac-
tivity. Further investigations will be needed to determine
whether such mechanisms occur in the context of tau
pathology.

A recent report in mouse models of amyloid pathology
suggested that boosting overall T cell responses via immune
checkpoint blockade reduces pathology and improves
memory, supporting a beneficial role for CNS-specific
cell-mediated immunity in Alzheimer’s disease and poten-
tially other neurodegenerative disorders (Baruch et al.,
2016). Whereas our previous studies in a mouse model of
Alzheimer’s disease-like amyloid pathology suggested that
amyloid-B-specific CD8* T cells do not trigger detrimental
autoimmune neuroinflammatory processes (Rosset et al.,
2015), our current data support a detrimental involvement
of proteopathic tau-triggered CD8* T cell infiltration in the
pathophysiology of Alzheimer’s disease and other tauopa-
thies. In addition, using mouse models of amyloid path-
ology, conflicting results have been reported regarding the
impact of regulatory T cells on disease progression, suggest-
ing both beneficial and detrimental impacts, which may
vary depending on disease stages (Baruch et al., 2015;
Dansokho et al., 2016). Given the unique capacity of regu-
latory T cells to inhibit T cell responses, our study support-
ing a pathogenic role of CD8* T cells in disease
development underlines the need for addressing their role
in tau pathology as well.

Our work adds further to the growing body of evidence
supporting an instrumental role of cellular adaptive im-
munity in the pathophysiology of Alzheimer’s disease.
Importantly, it further highlights the need for better under-
standing the complex interplay of different T cell popula-
tions in the context of both amyloid and tau pathology.
Such studies will be required for implementing innovative
immunotherapy and/or immunomodulation strategies tar-
geting T cell immunity, which constitute promising
approaches for the treatment of Alzheimer’s disease.
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Implication des polynucléaires neutrophiles au cours
de la maladie d'Alzheimer et des tauopathies

Résumé :

Les Polynucléaires neutrophiles (PN) jouent un réle majeur dans la défense de
I’organisme contre 1’introduction d’un agent pathogéne. Cependant, en cas de stimulation
excessive et/ou inappropriée, les PN peuvent également conduire & des Iésions tissulaires
majeures et ont été impliqués dans la physiopathologie de nombreuses maladies
inflammatoires aigués ou chroniques. Nous avons observé, dans une cohorte des patients
atteints maladie d’Alzheimer (MA) au stade de démence, une hyper-activation basale des PN,
associée a une augmentation de la production des formes réactives d’oxygéne (FRO) et des
NETs. Les PN circulants chez les patients de la MA présentent également une altération de
’homéostasie associée a une augmentation de la population sénescente CXCR4"MI"/CD62L'™Y
et une diminution de la population immunosuppressive CD16"9"/CD62L%™. Ces altérations
qui sont plus importantes chez les patients dont la progression de la maladie est rapide
pourraient participer aux processus inflammatoires systémiques et étre impliqués dans le
déclin cognitif. Par ailleurs, certaines anomalies, notamment I’augmentation de la production
de FRO et la diminution de la population de PN immunosuppressive, ont été observées chez
les patients atteints de MA atypiques mais ne sont pas retrouvées en cas de tauopathies, Elles
apparaissent donc spécifiques de la pathologie amyloide.

Le phénotype des PN pourrait donc représenter un bio-marqueur prédictif sanguin
innovant en cas de pathologie amyloide. Par ailleurs, nos résultats ouvrent de nouvelles
perspectives pour le développement de nouvelles stratégies d’immunothérapie au cours de la
MA basees sur la modulation des PN.

Mots clés : Neutrophiles, Inflammation, Maladie d’Alzheimer, Homéostasie

Abstract :

Neutrophils are key components of early innate immunity and contribute to
uncontrolled systemic inflammation if not tightly regulated. Our study demonstrated that
blood samples from Alzheimer’s Disease (AD) patients with dementia revealed neutrophil
hyperactivation associated with increased reactive oxygen species (ROS) production and
increased levels of intravascular neutrophil extravascular traps. The homeostasis of
circulating neutrophils in these patients also changed: the ratio between the harmful
hyperreactive =~ CXCR4M""/CD62L'Y  senescent and the  CD16™9"/CDg2Ld™
immunosuppressive neutrophil subsets rose in the latter stage of the disease. These
abnormalities, that may play an instrumental role in establishing systemic chronic
inflammation, were greater in fast-decliner than in slow-decliner patients. Some
abnormalities, including the increased level of ROS production, were observed in patients
with atypic AD but not in Tauopathies suggesting that these alterations are specific of
amyloid pathology.

Our data strongly suggest that the neutrophil phenotype may constitute an innovative
and prognostic blood biomarker in patients with Alzheimer’s disease open new perspectives
for the development of innovative immunotherapy strategies based on neutrophil modulation.
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