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Résumé 

L’inflammation du système nerveux central (SNC), appelée neuroinflammation, est un aspect inséparable des 

maladies neurodégénératives chroniques comme la sclérose en plaques (SEP) et la maladie d’Alzheimer 

(MA). La caractérisation de la signature moléculaire spécifique à chaque population cellulaire dans des 

pathologies distinctes va aboutir à la compréhension et donc au contrôle de la neuroinflammation. Le présent 

ouvrage a pour but de mieux comprendre les mécanismes d’action de deux types cellulaires myéloïdes, la 

microglie et les neutrophiles, au cours des affections neuroinflammatoires du SNC. Ainsi, le premier objectif a 

été de comprendre le rôle des cytokines IL-36 dans la neuroinflammation établie au cours de 

l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE). Dans une seconde partie, l’objectif a été d’explorer 

l’action du GPR84, un récepteur couplé à la protéine G spécifique à la microglie dans le SNC, lors de 

l’altération des fonctions cérébrales dans un modèle de souris transgénique de la MA. Nos résultats 

démontrent que la voie de signalisation IL-36/IL36R est augmentée dans trois modèles différents de l’EAE, 

mais ne contribue pas au développement ni à la progression de la pathologie. En utilisant l’approche de 

cytométrie en flux nous identifions les neutrophiles comme la source majeure de l’IL-36γ. De plus, nous 

démontrons que la microglie exprime l’IL-36R et sa stimulation par l’IL-36γ conduit à la production de 

cytokines pro-inflammatoires. Dans un second temps, nous caractérisons l’augmentation de l’expression du 

GPR84 par la microglie dans le modèle murin de la MA APP/PS1. Ainsi, le croisement de ces souris avec des 

souris déficientes en GPR84 diminue l’activation et le recrutement de la microglie autour des plaques 

d’amyloïde-β et accélère le déclin cognitif. Nos études impliquent le GPR84 comme un acteur important dans 

le maintien de l’homéostasie neuronale puisque son absence favorise la dégénérescence des dendrites dans 

le cerveau. Les résultats obtenus dans cette thèse apportent de nouveaux éléments qui peuvent contribuer au 

développement des thérapies qui ciblent les cellules myéloïdes dans diverses pathologies du SNC. Ces 

données ouvrent de nouvelles pistes pour élucider le rôle de l’IL-36γ dans des maladies neurodégénératives. 

Enfin, pour une première fois, nous présentons un modèle murin permettant d’identifier le(s) ligand(s) 

endogène(s) du GPR84, une cible thérapeutique potentielle pour la prévention et/ou le traitement de la MA. 
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Abstract 

Inflammation of the central nervous system (CNS), known as neuroinflammation, is a hallmark of chronic 

neurodegenerative diseases such as multiple sclerosis (MS) and Alzheimer’s disease (AD). Detailed 

characterization of each cell population and its specific molecular signature in different pathologies will allow 

us to master and, thus, control neuroinflammatory processes. The present work aimed to understand the 

mechanisms of action of two types of myeloid cells, microglia and neutrophils, in various models of CNS 

disorders. The specific goals of my research were: (a) understanding the role of IL-36 in neuroinflammation 

established during experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE); (b) evaluating the implication of 

GPR84, a G-protein coupled receptor, which is specifically expressed by microglia in the CNS during cognitive 

function alterations in a transgenic mouse model of AD. Our results showed that the levels of IL-36/IL-36R 

signalling pathway elements are increasing in three different models of EAE, however they contribute neither 

to the development nor to the progression of this pathology. Using flow cytometry we identified neutrophils as 

a major source of IL-36γ. Moreover, we demonstrated that microglia express IL-36R and their stimulation with 

IL-36γ results in the production of pro-inflammatory cytokines. In the second part of our research, we 

characterized the increase of GPR84 expression on microglia during AD progression using APP/PS1 mice. 

Crossing these mice with GPR84 deficient mice decreases the activation and the recruitment of microglia 

around β-amyloid plaques and accelerates the cognitive decline. Our data imply an important role for GPR84 

in the maintenance of neuronal homeostasis since its lack contributes to the dendritic degeneration in the 

brain. Discoveries made during my studies provide new and valuable insights that may contribute to the 

development of efficient therapies targeting myeloid cells in different CNS pathologies. My results open up new 

avenues to elucidate the role of IL-36γ in neurodegenerative diseases. Furthermore, through my work, we 

introduce an in vivo model for identifying the endogenous ligand of GPR84, which is a potential therapeutic 

target for prevention and/or treatment of AD. 
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Avant-Propos 

Le premier chapitre de cette thèse est une introduction générale portant sur les différentes notions de la 

neuroinflammation qui sont essentielles pour la compréhension des chapitres suivants.  

Le Chapitre 2 correspond à un article intitulé: Interleukin-36γ is expressed by neutrophils and can activate 

microglia, but has no role in experimental autoimmune encephalomyelitis dont la liste des auteurs est: Lusine 

Bozoyan, Aline Dumas, Alexandre Patenaude et Luc Vallières. Je suis l’auteure principale de cette étude qui a 

été publiée dans le Journal of Neuroinflammation le 17 septembre 2015 et peut être retrouvée sous le lien 

suivant: http://www.jneuroinflammation.com/content/12/1/173. Dans cet article nous avons démontré que 

l’Interleukine-36γ est exprimée par les neutrophiles et peut activer la microglie, mais qu’elle n’intervient pas 

dans le développement de l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale. Mon rôle a été de contribuer au 

projet en y apportant mes idées, développer et réaliser toutes les expériences, analyser les résultats, monter 

les figures et rédiger l'article. Les Drs Aline Dumas et Alexandre Patenaude m’ont assistée pour la réalisation 

de certaines expériences. Le Dr Luc Vallières a conceptualisé le projet et amélioré le manuscrit.  

Le Chapitre 3 est un article intitulé: GPR84 deficiency reduces microgliosis, but accelerates dendritic 

degeneration and cognitive decline in a mouse model of Alzheimer’s disease. La liste des auteurs de cet 

article est: Julie Audoy-Rémus, Lusine Bozoyan, Aline Dumas, Mohammed Filali, Cynthia Lecours, Steve 

Lacroix, Serge Rivest, Marie-Ève Tremblay et Luc Vallières. Il est publié dans la revue prestigieuse Brain, 

Behaviour and Immunity, le 28 janvier 2015, et peut être retrouvé sous le lien suivant: 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889159115000136. Dans cette étude, nous avons démontré 

que la déficience en GPR84 réduit la microgliose, mais accélère la dégénérescence dendritique et le déclin 

cognitif dans un modèle murin de la maladie d’Alzheimer (MA). Ce projet a été initié avant mon arrivée au 

laboratoire par Dre Julie Audoy-Rémus. Elle a produit les résultats des Figures 3-1 (a-d, f-h); 3-3 et 3-4. Dr 

Mohammed Filali a effectué tous les tests de comportement sur les souris (Figure 3-2). Dre Marie-Ève 

Tremblay et Cynthia Lecours ont fourni les résultats de microscopie électronique (Figure 3-5). Dans cet article, 

je suis deuxième auteure et j'ai réalisé les résultats des Figures 3-1e et 3-6. Mon travail a donc été de 

quantifier l’expression du GPR84 durant le vieillissement des souris APP/PS1. J'ai montré qu’en absence de 

GPR84 la neurogenèse postnatale n’est pas affectée dans le modèle murin de la MA APP/PS1 permettant 

d’exclure son rôle dans les troubles d’apprentissage et de mémoire caractérisés. L’article ayant été 

principalement écrit par les Dr Luc Vallières et Dre Julie Audoy-Rémus, j'ai contribué à la révision de l'article, 

l’apport en nouvelles idées, l’analyse statistique et la création des figures. 

Enfin, le Chapitre 4 est une discussion générale sur les résultats obtenus dans les chapitres précédents et les 

mécanismes d’action possibles des molécules étudiées. Cette discussion soulève également plusieurs 

http://www.jneuroinflammation.com/content/12/1/173
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889159115000136
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questionnements dans le domaine toujours controversé de l’implication des neutrophiles dans la sclérose en 

plaques. 

Je dois mentionner que les études présentées dans cette thèse représentent les travaux de recherche que j’ai 

effectués durant la dernière partie de mon doctorat. En effet, j’ai commencé mon doctorat par une étude 

mettant en évidence le mécanisme de la formation du chemin de migration des progéniteurs neuronaux situés 

dans la zone sous-ventriculaire durant le développement postnatal. Ces résultats ont été publiés dans le 

Journal of Neuroscience, le 1er février 2012, et peuvent être visionnés sous le lien suivant: 

http://www.jneurosci.org/content/32/5/1687.long. Par la suite, j'ai travaillé sur des projets portant sur la 

croissance des tumeurs cérébrales, particulièrement des glioblastomes. Malheureusement, par faute de 

temps, nous n’avons pas pu répéter certaines expériences et compléter ces études dont les résultats sont 

négatifs et non publiés. Néanmoins, j’ai effectué un énorme travail pour créer des lignées cellulaires 

astrocytomales génétiquement modifiées, les transplanter dans le cerveau de souris et analyser les 

glioblastomes formés. La réalisation de tous ces projets m’a permis de bien maitriser la technique de 

modification génique à l’aide des nucléases à doigts de zinc, les injections stéréotaxiques et la stéréologie. Je 

suis convaincue que les connaissances et les outils acquis durant mon doctorat me serviront pour la suite de 

ma carrière professionnelle. 

http://www.jneurosci.org/content/32/5/1687.long
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Chapitre 1: Introduction générale 

Il est connu depuis très longtemps que l’inflammation du système nerveux central (SNC), aussi appelée 

neuroinflammation, joue un rôle essentiel dans des maladies neurodégénératives telles que la sclérose en 

plaques (SEP) et la maladie d’Alzheimer (MA). Ces maladies entrainent une perte progressive de neurones 

conduisant à une diminution des capacités mentales et/ou motrices des personnes atteintes et constituent 

l’une des principales causes d’incapacité au sein de la population canadienne.  

Une compréhension approfondie des mécanismes de l’activation des cellules immunitaires résidentes du SNC 

et du recrutement des leucocytes périphériques pourrait amener à la découverte d’approches thérapeutiques 

permettant de contrer la progression de ces affections dégénératives. Un des défis majeurs est de 

comprendre pourquoi et comment les cellules myéloïdes sont activées afin de décrire précisément leur rôle 

dans les différentes phases des pathologies du SNC. Mes travaux de recherche visent à mieux comprendre 

les mécanismes de l’implication des cellules myéloïdes dans les maladies auto-immunes démyélinisantes et la 

MA. Plus particulièrement, j’ai étudié le rôle de l’IL-36γ exprimée par les neutrophiles au cours de l’EAE 

(modèle murin de neuroinflammation pour l‘étude des maladies auto-immunes démyélinisantes), ainsi que 

l’action du GPR84, un récepteur couplé à la protéine G spécifique à la microglie dans le SNC, dans l’EAE, 

l’endotoxémie et un modèle transgénique murin de la maladie d’Alzheimer. 

Dans cette partie de ma thèse, je vais présenter l’état des connaissances actuelles sur lesquelles nos travaux 

de recherches sont basés. 

 

1.1 Neuroinflammation  

L’inflammation est une réponse immunitaire essentielle pour la guérison de toute lésion. Elle a pour but 

d’éliminer la cause initiale du dommage cellulaire ainsi que les débris et les tissus nécrotiques suite à une 

quelconque blessure ou menace extérieure. Sa fonction principale est de restaurer l’homéostasie de 

l’organisme. L’inflammation comprend un dommage tissulaire et requiert un remodelage du tissu blessé pour 

rétablir la santé de l’organisme (Shechter and Schwartz, 2013). À défaut d’un contrôle précis de la 

coordination d’évènements entrainant l’initiation, la progression et la résolution de l’inflammation, la réponse 

immunitaire peut être associée à des dommages tissulaires importants comme décrits dans le cadre des 

maladies affectant le SNC (Schwartz and Baruch, 2014). Le SNC est le système le plus délicat de l’organisme, 

puisque son potentiel de régénérescence est très limité. Il est donc critique de garder l’homéostasie dans le 

SNC, car tout dommage tissulaire pourrait être fatal pour les circuits neuronaux, les cellules nerveuses étant 

des entités post-mitotiques très sensibles. C’est d’ailleurs pourquoi une structure hautement spécialisée, 
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appelée barrière hémato-encéphalique (BHE), protège le parenchyme du SNC des substances et des cellules 

indésirables qui peuvent se trouver dans la circulation sanguine et altérer l’homéostasie du SNC.  

 

1.2 Structure immunologique unique du SNC 

Les vaisseaux sanguins du SNC sont formés par des cellules endothéliales spécialisées qui ont une faible 

activité pinocytique et sont scellées entre elles avec des jonctions serrées et adhérentes (Bechmann et al., 

2007; Alvarez et al., 2011). Ces cellules endothéliales sont entourées de prolongements astrocytiques 

(appelés glia limitans) et constituent la barrière hémato-encéphalique (BHE) (Figure 1-1A). Cette organisation 

unique de capillaires délimite le parenchyme du SNC et rend l’accès des cellules immunes périphériques au 

cerveau, à la moelle épinière et au nerf optique hautement sélectif. Cependant, le SNC possède un système 

de surveillance méningée complexe composé de leucocytes périphériques (McMenamin, 1999; Chinnery et 

al., 2010; Ransohoff and Engelhardt, 2012). En effet, une accumulation des cellules immunitaires est observée 

au cours de différentes pathologies du SNC dans la leptoméninge qui représente deux membranes physiques 

actives (la pie-mère et l’arachnoïde) entourant le SNC (Figure 1-1B). Il est intéressant de noter que c’est entre 

la pie-mère et l’arachnoïde, dans l’espace subarachnoïde, que le liquide céphalo-rachidien (LCR) (Figure 1-1) 

circule et évacue les molécules et les «déchets» provenant du cerveau (Whedon and Glassey, 2009). De ce 

fait, les leptoméninges représentent un endroit idéal où les cellules présentatrices d’antigènes peuvent faire 

l’échantillonnage du matériel qui sort du SNC. Ainsi, c’est dans les leptoméninges que l’immunosurveillance 

du SNC est effectuée: les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) y circulent abondamment phagocytant les 

particules étrangères. Par la suite, elles expriment les peptides digérés sur leur surface, couplés aux 

molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), et les présentent aux cellules T. Les cellules T 

ayant des récepteurs (TCR-T cell receptor) qui reconnaissent les peptides présentés par la CPA s’activent et 

montent une réponse spécifique contre tout danger. De cette façon, les mécanismes d’immunosurveillance 

permettent la détection des dommages et des infections dans le SNC et engendrent une réponse 

inflammatoire. Donc, malgré le fait que les cellules immunes ne circulent pas librement dans le parenchyme du 

SNC comme dans les organes périphériques, le SNC reste une entité immunologiquement active qui possède 

tous les éléments pour établir une réponse immunitaire complexe. 
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Figure 1-1. Méninges et composition de la BHE.  

(A) La BHE est composée de l’endothélium avec ses jonctions serrées et sa membrane basale, de l’espace 

périvasculaire et de la glia limitans qui consiste essentiellement en une membrane basale et des pieds 

astrocytaires. Lors de certaines réactions inflammatoires, différents leucocytes peuvent infiltrer au travers de 

l’endothélium pour migrer dans l’espace périvasculaire. (B) Le cerveau est protégé par le crâne et les 

méninges. Du LCR (en bleu) est continuellement produit par le plexus choroïde et circule par un système de 

ventricules permettant l’irrigation des espaces subararchnoïdes et périvasculaires. Adaptée de (Shechter et 

al., 2013a). 

 

1.3 Système immunitaire 

Le système immunitaire est l’ensemble des éléments qui discrimine et défend l’organisme de toute agression 

et dysfonctionnement cellulaire. Les principaux effecteurs du système immunitaire recrutés sur les sites 

d’infection ou du dommage tissulaire sont les leucocytes qui circulent constamment dans le sang et les 



 

4 
 

organes lymphoïdes. Toutes les cellules du sang proviennent d’une même cellule souche hématopoïétique qui 

réside au sein de la moelle osseuse et produit à la fois les progéniteurs lymphoïdes et myéloïdes. Ces cellules 

sont ensuite regroupées au sein de deux systèmes d’immunité qui interagissent en permanence pour rétablir 

l’homéostasie de l’organisme: l’immunité innée et l’immunité acquise. 

1.3.1 Immunité innée 

L’immunité innée représente la première ligne de défense de l’organisme contre tout dommage et agent 

pathogène invasif. Les cellules du système immunitaire inné sont toujours présentes dans l’organisme et sont 

rapidement mobilisées au site d’infection et utilisent des mécanismes non spécifiques, comme la phagocytose, 

pour l’élimination des pathogènes. Les principaux types cellulaires faisant partie du système immunitaire inné 

impliqués dans les processus neuroinflammatoires sont les monocytes, les leucocytes phagocytaires 

(microglie, macrophages, neutrophiles) et les cellules dendritiques (Ransohoff and Brown, 2012). Toutes ces 

cellules proviennent d’un progéniteur myéloïde commun CD11b+ et sont regroupées sous le nom de cellules 

myéloïdes.  

Il est intéressant de mentionner que la population microgliale est établie dans le parenchyme SNC à partir des 

précurseurs myéloïdes du sac vitellin durant l’embryogenèse (Ginhoux et al., 2010). Ces cellules 

s’autorenouvellent tout au long de la vie adulte, indépendamment des cellules du sang (Vallieres and 

Sawchenko, 2003; Ginhoux et al., 2010; Ajami et al., 2011). Les autres populations myéloïdes sont dérivées 

des cellules souches de la moelle osseuse au cours de l’hématopoïèse définitive et sont régulièrement 

remplacées par les cellules du sang (Figure 1-2). Ces cellules myéloïdes jouent un rôle actif dans la 

pathophysiologie du SNC dont je vais parler dans la section 1.6.4. 

1.3.2 Immunité acquise 

Le progéniteur lymphoïde est responsable du développement des éléments du système immunitaire acquis ou 

adaptatif. C’est ce système immunitaire qui distingue le «soi» du «non-soi» et s’adapte à la nature exacte du 

«danger» afin de mettre en place une défense hautement spécifique. Dans les organes lymphoïdes 

secondaires (OLS) tels que les ganglions lymphatiques, les cellules dendritiques présentent des antigènes 

couplés au CMH de classe II (CMH-II) ou au CMH-I pour activer les lymphocytes T CD4+ et CD8+ naïfs, 

respectivement. Ensuite, un signal de co-stimulation par les molécules CD80, CD86 est indispensable pour 

déclencher la prolifération et la différenciation des lymphocytes dotés de récepteurs spécifiques à ces 

antigènes. Selon une hypothèse récente, la différenciation finale des cellules T se fait après leur réactivation 

par les CPA sur le site d’inflammation et non pas dans les OLS (Ley, 2014). Les lymphocytes cytotoxiques 

CD8+ tuent directement la cellule infectée, les lymphocytes CD4+ activent d’autres lymphocytes en sécrétant 
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des cytokines, et sont appelés des lymphocytes effecteurs auxiliaires : Th (T helper). On distingue 4 types 

principaux de cellules T CD4+ : Th1, Th2, Th17 et Treg. La présence de différentes cytokines dans 

l’environnement durant l’interaction de la cellule T avec la cellule dendritique définit sa polarisation (Zhu et al., 

2010). Par exemple, l’IFNγ et l’IL-12 entrainent la production des cellules Th1, le TGF-β et l’IL-23 mènent au 

développement des Th17. Les cellules T sont des acteurs essentiels dans la pathogenèse de l’EAE, un des 

modèles de maladies neuroinflammatoires utilisés dans cette thèse (Kurschus, 2015).  

 

 

Figure 1-2. Développement de la microglie et autres cellules myéloïdes.  

La microglie (en vert) est dérivée du précurseur érythromyéloïde du sac vitellin durant l’hématopoïèse 

embryonnaire (EHp-embryonic hematopoiesis). En revanche, la cellule souche hématopoïétique multipotente 

de la moelle osseuse est responsable de l’hématopoïèse définitive (DHp-definitive hematopoiesis) et donne 

naissance aux neutrophiles, aux monocytes et aux autres cellules du sang tout au long de la vie adulte. Tiré 

de (Neumann and Wekerle, 2013). 
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1.4 Cellules myéloïdes 

Dans le SNC, les cellules myéloïdes constituent une population hétérogène de cellules mononucléaires qui 

médient des réponses immunitaires durant le développement du cerveau, les conditions physiologiques et les 

maladies neuroinflammatoires (Prinz et al., 2011). Les cellules myéloïdes principales caractérisées au cours 

des pathologies du SNC sont les macrophages résidents (la microglie), les monocytes, les cellules 

dendritiques et les neutrophiles.  

Pour garder l’homéostasie du cerveau et de la moelle épinière, la microglie surveille le parenchyme du SNC, 

tandis que les cellules dendritiques et les monocytes/macrophages périphériques patrouillent constamment la 

paroi luminale des leptoméninges, le plexus choroïde et l’espace périvasculaire (McMenamin, 1999; Chinnery 

et al., 2010). Une des fonctions essentielles des cellules myéloïdes est la présentation d’antigènes aux 

cellules T patrouillantes pour informer le système immunitaire périphérique de la présence de dangers 

potentiels dans le SNC. En conditions physiologiques, les monocytes peuvent transporter des antigènes de 

tous les tissus aux ganglions lymphatiques (Jakubzick et al., 2013). Récemment, une population de cellules 

dendritiques, les CPA professionnelles, a été caractérisée dans le parenchyme du cerveau dans des 

conditions normales (Mohammad et al., 2014). Les études montrent qu’à part les cellules dendritiques, les 

monocytes/macrophages présents dans les espaces méningés peuvent aussi présenter des antigènes dans le 

SNC (Miller et al., 2007; Anandasabapathy et al., 2011). Stratégiquement situé, ce réseau de cellules 

myéloïdes joue un rôle crucial dans le développement, la progression et la résolution des maladies 

neuroinflammatoires comme la SEP et la MA (Ransohoff and Engelhardt, 2012).  

Les monocytes sanguins peuvent être divisés en 2 sous-types. Pour les différencier, les niveaux des 

antigènes de surface CX3 chemokine receptor 1 (CX3CR1), CCR2 et lymphocyte antigen 6 complex (Ly6C) 

sont principalement utilisés. Les monocytes «inflammatoires» sont caractérisés par l’expression des antigènes 

de surface CX3CR1lowCCR2+Ly6Chigh tandis que les monocytes «patrouilleurs» possèdent les marqueurs 

CX3CR1highCCR2-Ly6Clow. Au cours des maladies neuroinflammatoires les cellules monocytaires 

CX3CR1lowCCR2+Ly6Chigh dérivées du sang sont rapidement recrutées au SNC et peuvent se différencier en 

macrophages ou cellules dendritiques ayant des fonctions phagocytiques, protéolytiques et inflammatoires 

(King et al., 2009; Mildner et al., 2009; Geissmann et al., 2010). Bien qu’observés seulement dans certains 

contextes, les monocytes patrouilleurs CX3CR1highCCR2-Ly6Clow peuvent également infiltrer les tissus et s’y 

différencier en macrophages (Auffray et al., 2009). De façon intriguante, il a récemment été rapporté que les 

monocytes Ly6Chigh sont les précurseurs des monocytes patrouilleurs Ly6Clow et leur abondance dans le sang 

détermine la durée de vie de ces derniers (Yona et al., 2013). Il est intéressant de noter que les différentes 

populations myéloïdes peuvent réguler la persistance de l’inflammation menant à une neurodégénérescence 
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progressive aussi bien qu’ils peuvent initier la remyélinisation et la régénérescence du tissu (Miron et al., 2013; 

Yamasaki et al., 2014). Je vais détailler l’action de cellules myéloïdes dans la section 1.6.4. 

Parmi toutes les populations de cellules myéloïdes, ma thèse est focalisée sur la microglie et les neutrophiles. 

 

1.4.1 Microglie 

Dans le SNC adulte, les microglies constituent environ 10% des cellules totales en fonction de la région 

cérébrale (Kraft and Harry, 2011). En condition physiologique, la cellule microgliale possède un petit corps 

cellulaire et présente une structure hautement ramifiée qui couvre un territoire unique dans le SNC. La 

microglie joue un rôle crucial dans la formation et le maintien des circuits neuronaux durant le développement 

et à l’âge adulte (Tremblay et al., 2010; Paolicelli et al., 2011; Schafer et al., 2012; Sierra et al., 2014; Zhan et 

al., 2014). Autrefois considérée «au repos», les études en imagerie in vivo révèlent la nature dynamique de la 

microglie. A l’aide de ses longs prolongements la microglie surveille constamment son environnement 

(Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005; Wake et al., 2009; Tremblay et al., 2010). En cas de détection 

de blessure, la microglie peut commencer à proliférer, ses extensions vont se rétracter et son corps cellulaire 

devient davantage amiboïde. En plus de ces changements morphologiques et suite à son activation, la 

microglie peut effectuer de diverses fonctions, incluant la phagocytose, la production de cytokines, de 

chimiokines et de facteurs trophiques ainsi que la présentation d’antigènes (Davalos et al., 2005; Ransohoff 

and Perry, 2009; Prinz and Priller, 2014).  

La microglie partage plusieurs marqueurs avec les monocytes/macrophages périphériques comme CD11b et 

Iba1, toutefois son rôle semble être différent de ces derniers durant les pathologies neuroinflammatoires 

(Mildner et al., 2011; Yamasaki et al., 2014). Récemment, les approches transcriptomique et épigénétique ont 

révélé des facteurs de transcription et des marqueurs de surface uniquement régulés et exprimés par la 

microglie (Chiu et al., 2013; Hickman et al., 2013; Butovsky et al., 2014). À titre d’exemple, ces études ont 

démontré que la microglie exprime spécifiquement P2yr12 (récepteur purinergique P2Y 12 couplé à la 

protéine G) et Fcrls (Fc receptor-like S). De plus, contrairement aux macrophages périphériques, les 

molécules essentielles dans la présentation d’antigènes, comme CMH-II, CD80, CD86 sont à peine détectées 

sur la microglie durant homéostasie. Néanmoins, dans divers modèles de maladies neurodégénératives la 

microglie commence à les surexprimer (Ponomarev et al., 2005; Mildner et al., 2011; Prinz et al., 2011; Chiu et 

al., 2013). Les capacités de la microglie à détecter et à répondre au « danger » font de ces cellules des 

acteurs essentiels dans la neuroinflammation (Ransohoff and El Khoury, 2015).  
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De manière similaire aux macrophages périphériques, la microglie est hautement plastique. Ainsi, quelques 

études suggèrent que ces cellules pourraient être polarisées en M1 ou M2 (Durafourt et al., 2012; Boche et al., 

2013; Miron et al., 2013). De façon très générale, les macrophages polarisés en M1 démontreraient une 

réponse pro-inflammatoire classique tandis que les macrophages M2 seraient davantage impliqués dans la 

réponse anti-inflammatoire et la résolution de l’inflammation. Il semble que l’environnement du SNC aurait 

tendance à induire l’expression des molécules anti-inflammatoires par les macrophages/microglie (Schmid et 

al., 2009; Shechter et al., 2013b). Cependant, dans le cerveau de souris transgéniques modélisant la MA, des 

marqueurs de l’activation M1 et M2 ont été détectés sur les microglies entourant les plaques d’Aβ, suggérant 

un changement de phénotype au cours de l’évolution de la pathologie (Colton et al., 2006; Jimenez et al., 

2008). Compte tenu de toutes ces évidences, l’action de la microglie peut être hautement contexte-

dépendante. Je détaillerai rôle de la microglie dans le contexte de la maladie d’Alzheimer plus loin (section 

1.7.3.2). 

 

1.4.2 Neutrophiles 

Les neutrophiles sont des phagocytes spécialisés et représentent la première ligne de défense de l’organisme. 

Ils jouent un rôle crucial dans la pathogenèse de plusieurs maladies incluant les infections causées par les 

pathogènes intracellulaires ou extracellulaires, l’auto-immunité, l’inflammation chronique et le cancer 

(Mantovani et al., 2011).  

Les neutrophiles, aussi appelés granulocytes, sont des cellules polymorphonucléaires avec un noyau 

segmenté et un cytoplasme riche en vésicules et granules, d’où vient aussi leur nom. Ces granules 

contiennent diverses protéases (e.g. élastase, myéloperoxydase (MPO)) et molécules antibactériennes 

(lactoferrine, défensines, cathepsines, lysozyme) qui peuvent être mobilisées et libérées à la suite de 

différents stimuli (Borregaard, 2010). Le processus de dégranulation constitue un des mécanismes effecteurs 

essentiels des neutrophiles. Les neutrophiles hautement activés peuvent aussi libérer des structures 

extracellulaires composées d’ADN auxquelles des histones, des protéines et des enzymes sont associées. 

Ces structures sont appelées «pièges extracellulaires» et servent à immobiliser les pathogènes et à faciliter 

leur phagocytose subséquente (Kolaczkowska and Kubes, 2013). La phagocytose a longtemps été considérée 

comme la seule fonction des neutrophiles, mais l’avancement des connaissances en neuroimmunologie leur 

attribue également d’autres rôles durant les maladies neuroinflammatoires, comme la perméabilisation de la 

BHE et la présentation d’antigènes (Kolaczkowska and Kubes, 2013). Les actions possibles des neutrophiles 

dans les maladies auto-immunes démyélinisantes seront détaillées dans la section 1.6.3.1.1. 
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1.5 Mécanismes de communication intercellulaire 

La réponse immunitaire est possible grâce à plusieurs types cellulaires qui doivent concerter leurs actions afin 

de combattre le danger. Cette communication entre cellules immunitaires se fait par contact physique, comme 

la présentation d’antigènes, ou bien par l’intermédiaire des molécules de signalisation sécrétées appelées 

cytokines. Les cytokines régulent la production, la maturation et le recrutement des leucocytes et sont les 

éléments essentiels au développement de la réaction inflammatoire. Les cytokines avec des propriétés 

chémo-attractantes, appelées aussi chimiokines, agissent sur leur cellule cible via des récepteurs couplés aux 

protéines G et régulent ainsi la mobilisation et la migration de ces cellules immunitaires vers les sites atteints 

(Ransohoff, 2009). L’identification de cytokines spécifiques à chaque type cellulaire dans différentes 

pathologies s’avère essentielle à la découverte de nouveaux biomarqueurs et au développement de molécules 

thérapeutiques efficaces.  

Dans cette introduction, parmi les médiateurs inflammatoires existants une attention particulière sera accordée 

à la famille de l’Interleukine-1 (IL-1) et les récepteurs à sept hélices transmembranaires couplées aux 

protéines G (G-protein coupled receptors-GPCR). 

 

1.5.1 Famille de l’IL-1 

Les cytokines de la famille de l’IL-1 sont les régulateurs principaux de l’immunité et de l’inflammation. La 

signalisation de cette famille affecte pratiquement tous les types cellulaires et les organes et représente un 

médiateur pathologique majeur dans l’auto-immunité, les infections et les maladies neurodégénératives 

(Dinarello et al., 2012).  

 

1.5.1.1 Membres et régulation de la famille de l’IL-1 

La famille de l’IL-1 comprend 7 agonistes pro-inflammatoires (IL-1α, IL-1β, IL-18, IL-33, IL-36α, IL-36β et IL-

36γ), 9 récepteurs transmembranaires fonctionnels (IL-1R1, IL-1R2, IL-1RacP, IL-36R, ST2, IL-18Ra, SIGIRR, 

TIGIRR1 et TIGIRR2), 2 récepteurs leurres (decoy receptors) qui ne contiennent pas de domaine signalétique 

(IL-1R2 et IL-18Rb), 3 antagonistes de récepteurs (IL-1Ra, IL-36Ra et IL-38) et une molécule anti-

inflammatoire (IL-37). La nomenclature des membres de cette famille et leurs noms alternatifs est présentée 

dans le Tableau 1. Les récepteurs ST2 et IL-1RacP peuvent aussi être présents sous forme soluble. Dans ce 

cas, ils ne contiennent plus le domaine signalétique transmembranaire et agissent comme récepteurs leurres 

ou régulateurs négatifs, en capturant les agonistes (Garlanda et al., 2013). 
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Tableau 1-1. Nomenclature des membres de la famille de l’IL-1. 

Cytokine Nom alternatif Recepteur Corecepteur 

IL-1α IL-1F1 IL-1R1, IL-1R2 IL-1RAcP 

IL-1β IL-1F2 IL-1R1, IL-1R2 IL-1RAcP 

IL-1Ra IL-1F3 IL-1R1   

IL-18 IL-1F4, IL-1γ IL-18Rα IL-18Rβ 

IL-33 IL-1F11 ST2 IL-1RAcP (IL-1RAP) 

IL-36α IL-1F6, FIL-1ε IL-1RL2 (IL-36R) IL-1RAcP (IL-1RAP) 

IL-36β IL-1F8, FIL-1η, IL-1H2 IL-1RL2 (IL-36R) IL-1RAcP (IL-1RAP) 

IL-36γ IL-1F9, IL-1H1, IL-1ε IL-1RL2 (IL-36R) IL-1RAcP (IL-1RAP) 

IL-36Ra IL-1F5, IL-1H3, IL-1δ IL-1RL2 (IL-36R)   

IL-37 IL-1F7, FIL1ζ, IL-1H4 IL-18Rα   

IL-38 IL-1F10, IL-1Hy2 IL-1RL2 (IL-36R)   

    TIR8 (SIGIRR)   
 

Adapté de (Garlanda and Mantovani, 2013) 

 

La sécrétion de certains membres de la famille de l’IL-1 est sous le contrôle étroit de deux stimuli. Ainsi, l’IL-1β 

et l’IL-18 sont pourvus de prodomaines N-terminal. Un stimulus initial, comme des motifs moléculaires 

associés au danger (DAMPs- danger associated molecular patterns) ou aux pathogènes (PAMPs- pathogen 

associated molecular patterns), est nécessaire pour causer l’accumulation de la forme proIL-1β ou proIL-18 

dans le cytosol. Ensuite, pour devenir biologiquement actif et être sécrété, le prodomaine de ces cytokines doit 

être clivé. Ce clivage est généralement catalysé par la caspase-1 qui est assemblée dans un complexe 

multiprotéique appelé inflammasome (Schroder and Tschopp, 2010; Rathinam et al., 2012). Ce complexe 

inclut aussi des protéines qui servent à la fois de détecteur des signaux de danger (ATP, produits de cellules 

mourantes, etc) et d’activateur de caspase-1. Plusieurs détecteurs d’inflammasomes sont caractérisés et la 

plupart d’entre eux appartiennent à la famille des récepteurs Nod-like (NLR) (Latz et al., 2013). Ainsi, la 

stimulation de l’inflammasome active la caspase-1, ce qui clive et sécrète l’IL-1β et l’IL-18 (Martinon et al., 

2009). Dans le cas des cytokines IL-1α et IL-33, la forme active est déjà présente dans la cellule (Sims and 

Smith, 2010). Ces cytokines sont sécrétées immédiatement en réponse au dommage tissulaire et agissent 

comme des alarmines. Afin d’illustrer l’activation et régulation des membres de la famille de l’IL-1, un schéma 

récapitulatif est présenté dans la Figure 1-3. 
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Figure 1-3. Activation et régulation des membres de la famille de l’IL-1.  

Le schéma montre les cytokines de la famille de l’IL-1, les enzymes (si connues) qui les transforment pour 

produire des formes biologiquement actives, les récepteurs qu’ils utilisent et les molécules qui régulent leur 

action. Adaptée de (Sims and Smith, 2010) 

 

1.5.1.2 Signalisation de l’IL-1 

Les récepteurs des cytokines de la famille de l’IL-1 contiennent des domaines extracellulaires 

d’immunoglobulines et un domaine cytoplasmique Toll/IL-1R (TIR) (Sims and Smith, 2010). La réponse est 

initiée lorsque le ligand se lie à la sous-unité de son récepteur primaire, par exemple IL-1R1 dans le cas de 

l’IL-1α et β, ou l’IL36R pour les cytokines IL-36. Cette liaison permet le recrutement de la seconde sous-unité 

du récepteur, IL-1R accessory protein (IL-1RAcP), qui est commune pour l’IL-1 et l’IL-36 (Sims and Smith, 

2010). La formation de ce récepteur hétérodimère conduit à la juxtaposition des domaines TIR, induit les voies 

de signalisation nuclear factor-kB (NF-kB) et mitogen activated protein-kinase (MAPK) qui activent les facteurs 

de transcription c-jun n-terminal kinase (JNK) et p38.  

IL-1RL2 

IL-18R 
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1.5.1.3 IL-1 et neuroinflammation 

Les thérapies anti-IL-1 ont un impact considérable dans les maladies inflammatoires. L’étude de ces cytokines 

dans les maladies auto-immunes a montré le rôle crucial de l’IL-1α, IL-1β, IL-18 et IL-33 dans les pathologies 

comme l’arthrite, le psoriasis et l’asthme (Dinarello et al., 2012). Les cytokines IL-1α et IL-1β sont les plus 

étudiées de cette famille. Ainsi, la signalisation IL-1R1 est requise pour le développement des cellules Th17 et 

la progression de la sclérose en plaques dans le modèle animal (Matsuki et al., 2006; Sutton et al., 2006; 

Chung et al., 2009). De plus, l’IL-1β prolonge drastiquement la durée de vie des neutrophiles et des 

macrophages stimulant leurs fonctions effectrices (Mantovani et al., 2011).  

Toutefois, la découverte de certains membres de la famille de l’IL-1 est relativement récente et leur rôle n’a 

pas encore été élucidé dans le cadre des maladies neuroinflammatoires, notamment la sous-famille de l’IL-36. 

Le Chapitre 2 de ma thèse décrit l’implication de la famille de l’IL-36 dans la pathologie de l’encéphalomyélite 

auto-immune expérimentale (EAE). 

 

1.5.2 Famille de l’IL-36  

Les membres de la famille de l’IL-36 ont été classés dans la grande famille de l’IL-1 étant donné leur 

homologie. Les agonistes de la famille IL-36 (IL-36α, IL-36β et IL-36γ) interagissent avec le même récepteur, 

IL-36R, recrutent l’IL-1RacP et activent les voies de signalisation NF-kB et MAPK (Debets et al., 2001; Towne 

et al., 2004; Vigne et al., 2011). Les antagonistes des cytokines IL-36 sont l’IL-36Ra (IL1F5) (Debets et al., 

2001; Towne et al., 2004; Towne et al., 2011; Vigne et al., 2011) et l’IL-38 (IL1F10) (van de Veerdonk et al., 

2012). Ces antagonistes se lient aussi à l’IL-36R mais ne sont pas en mesure de recruter la sous-unité IL-

1RacP et n’activent donc pas de voie de signalisation. Aucune isoforme de l’IL-36 n’active le récepteur de l’IL-

1 classique, IL-1R1 (Debets et al., 2001; Towne et al., 2004). Les cytokines IL-36 sont synthétisées sans 

peptide signalétique. Par conséquent, elles ne peuvent pas être sécrétées par le réticulum endoplasmique ni 

l’appareil de Golgi.  

Les agonistes IL-36 ne semblent pas posséder de prodomaine semblable à l’IL-1β ou à l’IL-18, mais le clivage 

N-terminal in vitro augmente leur activité biologique par 103 à 105 fois (Towne et al., 2011). Les isoformes de 

l’IL-36 partagent très peu d’homologie de séquence autour des sites de clivage entre eux et avec l’IL-1, ce qui 

suggère que différentes enzymes seraient impliquées dans la génération des agonistes biologiquement actifs 

de l’IL-36 (Nicklin et al., 2002; Taylor et al., 2002). De l’autre côté, l’étude de Jensen et coll. rapporte que le 

relargage de l’IL-36γ par les keratinocytes est dépendant de la caspase-1 (Lian et al., 2012). La démonstration 

de l’existence des formes clivées de la famille IL-36 in vivo et l’identification de la (des) protéase(s) 

responsable(s) reste(nt) des questions importantes de la recherche actuelle. Dans mes travaux de doctorat 
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(Chapitre 2), j’ai démontré que la régulation de l’IL-36γ est fortement augmentée, mais aucun clivage n’a été 

reporté durant l’EAE. 

 

1.5.2.1 IL-36 et inflammation 

Tout comme les autres membres de la famille de l’IL-1, l’IL-36 joue un rôle important dans l’immunité. Un 

grand nombre d’études impliquent actuellement ces cytokines dans différentes maladies inflammatoires auto-

immunes. Des niveaux élevés des trois isoformes de l’IL-36 et de leur récepteur ont été observés dans le 

psoriasis, l’asthme et l’arthrite (Debets et al., 2001; Ramadas et al., 2007; Carrier et al., 2011; Chustz et al., 

2011; Johnston et al., 2011; Frey et al., 2013) (Figure 1-4).  

 

 

 

Figure 1-4. Rôle de l’IL-36 dans l’immunité innée et adaptative.  

Le récapitulatif des effets biologiques des cytokines IL-36. Elles sont impliquées dans la maturation des 

cellules dendritiques et des cellules T, ainsi que le recrutement des neutrophiles. Les cytokines IL-36 sont des 

acteurs critiques dans la pathogenèse du psoriasis. Tiré de Garlanda, Mantovani 2013 

 

Le rôle crucial de l’IL-36α dans l’inflammation de la peau est maintenant bien établi dans les modèles murins 

de psoriasis (Debets et al., 2001; Blumberg et al., 2007; Blumberg et al., 2010; Carrier et al., 2011; Johnston 

et al., 2011; Tortola et al., 2012). À la naissance, les souris surexprimant l’IL-36α présentent un phénotype 

similaire au psoriasis qui se normalise au sevrage. Ce phénotype est accentué quand ces souris 

transgéniques sont croisées avec des souris déficientes en IL-36Ra, un antagoniste d’IL-36 (Blumberg et al., 

2010). Au contraire, le croisement des souris surexprimant IL-36α avec des souris IL-36R-/- normalise le 
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phénotype de psoriasis. Il est intéressant de noter que, bien que les souris adultes qui surexpriment l’IL-36α 

ne présentent pas d’anomalies au niveau histologique, elles développent rapidement le psoriasis après un 

traitement à l’ester de phorbol, un activateur de TLR utilisé pour induire une dermatite inflammatoire 

(Blumberg et al., 2010). En accord avec ces travaux, les souris déficientes en IL-36R sont protégées de 

l’inflammation de la peau induite par l’imiquimod, un agent stimulant les TLR7/8, tandis que les souris IL-36Ra-

/- développent une pathologie plus sévère (Tortola et al., 2012). De plus, les mutations dans le gène d’IL-36Ra 

sont associées à une forme plus sévère de psorasis (Marrakchi et al., 2011; Onoufriadis et al., 2011; Sugiura 

et al., 2012; Farooq et al., 2013; Kanazawa et al., 2013; Sugiura et al., 2013). 

 

1.5.2.2 Signalisation de l’IL-36 

Dans les tissus épithéliaux, les cytokines IL-36 activent un circuit pro-inflammatoire qui conduit au recrutement 

des cellules T et des neutrophiles (Carrier et al., 2011; Johnston et al., 2011; Tortola et al., 2012). La 

stimulation des kératinocytes par IL-36α ou IL-36γ induit l’expression des cytokines telles que IL-17, IL-23, 

TNFα et IFNγ (Blumberg et al., 2007; Carrier et al., 2011). Des études in vitro ont montré que les fibroblastes 

et les cellules épithéliales de poumon répondent à la stimulation IL-36α en induisant l’expression des 

chimiokines IL-8 et CXCL3 liées au recrutement des neutrophiles, ainsi que la chimiokine CCL20 qui stimule le 

recrutement des Th17 (Ramadas et al., 2012). De plus, l’administration intranasale de l’IL-36α ou de l’IL-36γ 

induit l’expression de CXCL1 et CXCL2 et entraine un recrutement massif des neutrophiles dans les voies 

respiratoires (Ramadas et al., 2011).  

La voie de signalisation IL-36/IL-36R peut également activer les cellules dendritiques. En effet, les cellules 

dendritiques murines et humaines expriment des niveaux élevés d’IL-36R et produisent les molécules IL-12, 

IL-23, IL-1β, TNFα, IL-6, CCL1, CXCL1 et GM-CSF suite à la stimulation avec de l’IL-36 (Vigne et al., 2011; 

Mutamba et al., 2012; Foster et al., 2014). Ces cytokines et les chimiokines peuvent induire la prolifération des 

cellules T, la production de l’IFNγ et de l’IL-17 et donc, entrainer des réactions neuroinflammatoires impliquant 

des réponses Th1 et Th17 (Mutamba et al., 2012; Gresnigt et al., 2013; Foster et al., 2014). IL-36 peut 

également favoriser la maturation des cellules dendritiques en régulant positivement, à des niveaux plus 

élevés que l’IL-1β, l’expression du CMH-II et des molécules co-stimulatrices CD40, CD80 et CD86 (Vigne et 

al., 2011; Mutamba et al., 2012; Foster et al., 2014). Une étude a même suggéré que l’IL-36 pourrait induire la 

polarisation des cellules T naïves directement et amorcer des réponses immunitaires précoces chez les souris 

dans le contexte d’infection mycobactérienne (Vigne et al., 2012). In vitro, IL-36β agit en combinaison avec 

l’IL-12 pour induire la différenciation des cellules Th vers un phénotype cellulaire Th1+ produisant IFNγ et les 

souris IL-36R-/- voient leurs réponses Th1 diminuer (Vigne et al., 2012). 
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Ainsi, les cytokines IL-36 induisent un recrutement massif des neutrophiles, aident à la maturation des cellules 

dendritiques et médient des réponses immunitaires Th1 et Th17; des processus qui sont critiques dans le 

développement de l’EAE. De plus, il a été rapporté que l’IL-36R est exprimé dans les méninges et le plexus 

choroïde par les cellules microgliales, les astrocytes et les vaisseaux sanguins (Lovenberg et al., 1996; Berglof 

et al., 2003), mais la fonction des cytokines IL-36 n’a jamais été explorée dans les pathologies affectant le 

SNC. Nous avons donc étudié le développement de l’EAE, modèle de maladie auto-immune inflammatoire du 

SNC, chez les souris déficientes en IL-36γ ou en IL-36R. 

 

1.5.3 Récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) 

La superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) est sans conteste la plus grande famille de 

récepteurs chez les mammifères qui encode plus de 800 gènes chez l’humain (Venkatakrishnan et al., 2013). 

Ces récepteurs sont définis par leur structure à sept hélices transmembranaires et leur capacité à induire une 

signalisation intracellulaire par l’activation d’une protéine G (Bjarnadottir et al., 2006). Cette protéine G 

hétérotrimérique est composée de trois sous-unités différentes appelées alpha, beta et gamma. En général, 

l’activation du GPCR entraine la dissociation de la sous-unité α et du dimère β/γ. Ces deux parties restent 

ancrées dans la membrane plasmique de la cellule, mais ne sont plus liées au GPCR (Venkatakrishnan et al., 

2013). Elles peuvent diffuser latéralement, interagir avec d’autres protéines et induire une signalisation 

intracellulaire. Trois principales sous-unités de Gα sont caractérisées: Gαi/o, Gαs, Gαq qui activent différentes 

classes d’effecteurs, tels que la mitogen-activated protein kinase (MAPK), les phospholipases C (PLC), les 

phosphodiesthérases, les phosphatidylinositol 3-kinases (PI3K) et les adenylates cyclases (AC) 

(Venkatakrishnan et al., 2013). L’activation de ces enzymes mène à la production de molécules appelées 

«seconds messagers», comme l’inositol triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG), ou l’adénosine 

monophosphate cyclique (AMPc) qui initient et coordonnent les voies de signalisations intracellulaires. Par 

exemple, la voie de signalisation Gαi/o inhibe l’AC, l’enzyme catalysant la conversion de l’adénosine 

triphosphate (ATP) à l’AMPc et diminue ainsi les niveaux de ce dernier (Venkatakrishnan et al., 2013). Leur 

capacité à induire une signalisation intracellulaire à la suite des stimuli extracellulaires fait des GPCRs des 

cibles parfaites de thérapies. En effet, environ 50% de médicaments agissent en modifiant l’activité de ces 

récepteurs (Lagerstrom and Schioth, 2008). Les récepteurs de la sérotonine, les récepteurs métabotropiques 

de glutamate et de GABA, les récepteurs adrénergiques sont tous des GPCR ce qui permet de les cibler dans 

le cadre des maladies mentales, cardiaques et autres. Ainsi, l’étude de ces récepteurs peut amener 

potentiellement à la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques. 
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1.5.3.1 Les lipides comme ligands pour les GPCRs 

Les GPCRs répondent à une grande variété de stimuli extracellulaires comprenant notamment des ions, 

peptides, hormones, neurotransmetteurs, chimiokines et lipides (Lagerstrom and Schioth, 2008). Parmi ces 

stimuli, les endocannabinoïdes constituent un groupe de messagers lipidiques (des dérivés d’acides gras), qui 

activent les GPCR CB1 et CB2 et jouent un rôle important dans des maladies neurodégénératives comme la 

SEP et la MA. Les études montrent que, en condition neuroinflammatoire, la microglie surexprime les 

récepteurs CB1 et CB2 stimulant sa fonction neuroprotectrice (Gowran et al., 2011). D’autres récepteurs 

comme GPR18, GPR55 s’activant par des cannabinoïdes sont aussi exprimés abondamment par la microglie 

et semblent moduler son activation (Kallendrusch et al., 2013) et sa migration (McHugh et al., 2010). D’autre 

part, l’absence du GPR34 à la surface de la microglie altère sa motilité et la phagocytose (Preissler et al., 

2015).  

Dernièrement, plusieurs GPCR ayant la capacité de lier des acides gras à courte (GPR41 et GPR43), 

moyenne (GPR84) et/ou longue chaîne (GPR40 et GPR120) ont été découverts. Étant donné le rôle essentiel 

des lipides dans la balance énergétique, ces GPCRs ont surtout été évalués pour leur implication au cours de 

pathologie comme le diabète de type 2 et l’obésité (Hara et al., 2014). L’expression de ces récepteurs par les 

cellules immunitaires souligne également leur potentiel à contrôler les processus inflammatoires. En effet, 

l’activation de GPR40 exprimé par les keratinocytes inhibe l’inflammation cutanée, en diminuant les réponses 

Th1 et Th2 via la suppression de CCL5, CCL17 et CXCL10 (Fujita et al., 2011). D’autres études démontrent 

que GPR43 est un récepteur essentiel dans le recrutement des neutrophiles et des monocytes et la sécrétion 

des cytokines lors de l’inflammation périphérique (Maslowski et al., 2009; Masui et al., 2013). La déficience en 

GPR43 entraine une augmentation des niveaux de TNFα et IL-17 et une inflammation exacerbée dans des 

modèles murins d’arthrite, d’asthme et de colite (Maslowski et al., 2009; Masui et al., 2013). Dans un modèle 

d’obésité, l’activation du récepteur GPR120 par les acides gras oméga-3 au niveau des macrophages a un 

effet anti-inflammatoire caractérisé par la sécrétion de TNFα, IL-1β et IL-6 (Oh et al., 2010; Oh da et al., 

2014). En conclusion, la signalisation engendrée par les GPCRs active la sécrétion de divers médiateurs 

inflammatoires qui sont essentiels pour intervenir contre des pathologies du SNC.  

 

1.5.3.2 GPR84 

Le GPR84, un autre récepteur activé par des acides gras, est fortement surexprimé par la microglie et les 

cellules myéloïdes périphériques dans des conditions neuroinflammatoires telles que l’EAE, la démyélinisation 

induite par la cuprizone, la lésion de nerfs et l’endotoxémie induite par le LPS (Bedard et al., 2007; Bouchard 

et al., 2007; Gamo et al., 2008). Cette surexpression est dépendante des facteurs pro-inflammatoires TNFα et 

IL-1β (Bouchard et al., 2007). Au niveau des macrophages, la stimulation du GPR84 augmente la production 
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de l’IL-12p40 et IL-8 (Wang et al., 2006; Suzuki et al., 2013). IL-12p40 est essentiel dans le développement de 

la réaction immunitaire médiée par les lymphocytes Th1 comme dans le cas de l’EAE. Il est intéressant de 

noter que l’inoculation d’un ligand du GPR84, le 6-n-octylaminouracil (6-OAU), dans les poches d’air sous-

cutanées favorise le recrutement des neutrophiles et des macrophages (Suzuki et al., 2013). Les auteurs ont 

attribué cet effet à l’augmentation des niveaux de CXCL1 suite à la stimulation du GPR84. Dans une autre 

étude, les macrophages déficients en GPR84 ont un rôle anti-inflammatoire en diminuant la production de 

TNFα, IL-1β et IL-6 (Nicol et al., 2015). Basé sur toutes ces données, nous avons exploré le rôle 

physiopathologique du GPR84 dans l’EAE, l’endotoxémie et la MA. Cette étude fait l’objet du Chapitre 3 de 

cette thèse.  

 

 

1.6 Maladies auto-immunes  

Le terme auto-immun s’applique à une pathologie qui se développe lorsque des cellules immunitaires, 

particulièrement les cellules T, ciblent des antigènes du «soi» et attaquent les tissus de l’organisme. Les 

mécanismes précis du développement de la réponse auto-immune restent inconnus. Pour prévenir l’auto-

immunité, au cours de la différenciation finale des cellules T, la sélection est une étape cruciale pour bien 

armer le système immunitaire avec la mise en place d’un répertoire d’antigènes pathogéniques variés 

(sélection positive) et l’élimination de l’auto-réactivité (sélection négative) (Starr et al., 2003). Il existe deux 

types de mécanismes permettant la tolérance du soi: la tolérance centrale restreinte au thymus et la tolérance 

périphérique qui a lieu au niveau des organes lymphoïdes secondaires (OLS) comme les ganglions 

lymphatiques, la rate ou les tissus lymphoïdes associés aux muqueuses (intestins, poumons, etc). Ainsi, selon 

le modèle basique de tolérance centrale, la liaison d’un antigène du soi présenté par une cellule dendritique à 

une cellule T non mature dans le thymus amène à sa délétion clonale, un processus appelé sélection négative 

(Hogquist et al., 2005). La tolérance centrale s’applique généralement aux antigènes du soi omniprésents 

dans le thymus. Les cellules T autoréactives aux antigènes spécifiques d’autres tissus de l’organisme sont 

éliminées par les mécanismes de la tolérance périphérique (Metzger and Anderson, 2011). Les OLS sont des 

lieux de drainage de la lymphe qui contient les déchets cellulaires. En effet, lorsque le sang passe dans un 

capillaire, au début du capillaire celui-ci donne au tissu une partie du liquide plasmatique, tandis qu'à la fin, 

presque la même quantité de liquide est récupérée par le capillaire du tissu. La quantité de liquide non 

récupérée, la lymphe, est drainée par les vaisseaux lymphatiques qui vont aboutir sur les OLS. Ainsi, les 

antigènes de tous les tissus périphériques de l’organisme vont migrer dans les OLS, activer les lymphocytes T 

ayant des récepteurs (TCR) spécifiques et subir encore une fois les processus de sélection positive ou 

négative (Metzger and Anderson, 2011).  
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Jusqu’à récemment, la tolérance immunologique était considérée inexistante contre les antigènes du SNC. 

Toutefois, dernièrement, une équipe a caractérisé pour la première fois une population dendritique CD11c+ 

patrouillante le parenchyme du cerveau dans des conditions normales (Mohammad et al., 2014). De plus, 

deux études récentes ont montré la présence de vaisseaux lymphatiques dans le SNC qui transportent des 

cellules immunitaires du LCR et sont directement connectés aux ganglions lymphatiques cervicaux (Aspelund 

et al., 2015; Louveau et al., 2015). Ainsi, la découverte des cellules dendritiques et du système lymphatique 

standard au niveau du SNC révèlent le mécanisme de génération de la tolérance périphérique par un antigène 

provenant du SNC. 

Malgré l’efficacité des mécanismes de tolérance immunologique, le répertoire des cellules T matures 

périphériques contient des TCR spécifiques aux antigènes du soi (Hogquist and Jameson, 2014). De façon 

intriguante, les cellules T spécifiques aux antigènes restreints aux tissus autres que le thymus sont moins 

sujets à la sélection négative (Legoux et al., 2015; Yu et al., 2015). Il semble exister d’autres mécanismes de 

tolérance périphérique qui contrôlent ces cellules auto-réactives. Premièrement, elles peuvent survivre dans 

un état d’anergie ou d’hyporéactivité ayant un seuil élevé de stimulation par les antigènes (Choi and Schwartz, 

2007; Fulton et al., 2015). Deuxièmement, dans certains organes exposés aux dangers exogènes, comme les 

poumons et les intestins, le nombre de Treg, qui jouent un rôle immunosuppresseur, est augmenté (Sakaguchi 

et al., 2008; Legoux et al., 2015). La défaillance de ces mécanismes de tolérance centrale ou périphérique 

peut être à l’origine des maladies auto-immunes.  

 

1.6.1 Maladies auto-immunes démyélinisantes  

Lorsque les cellules T autoréactives ciblent le cerveau, la moelle épinière ou l’œil on parle de maladies auto-

immunes démyélinisantes du SNC. La myéline est une substance constituée à 80% de lipides qui sert à isoler 

et protéger les fibres nerveuses transportant l’influx nerveux par les axones. Dans le cas des maladies 

démyélinisantes auto-immunes, la réaction inflammatoire engendrée altère la cellule myélinisante, 

l’oligodendrocyte, et la gaine de myéline autour de fibres neuronales engendrant ainsi une démyélinisation des 

axones. Cette perte de myéline ralentit, voire bloque, la conduction nerveuse. L’accumulation des régions 

démyélinisées, appelées plaques, et la mise en place de mécanismes neurodégénératifs au cours de la 

progression des maladies démyélinisantes peut amener à des lésions axonales irréversibles (Frohman et al., 

2006). La nature des déficiences engendrées par ces pathologies dépend de l’emplacement et de la taille de 

la plaque démyélinisante. Étant donné que le processus démyélinisant n’est pas localisé dans une région 

particulière du SNC, les symptômes peuvent varier considérablement entre les patients. Il peut s’agir de 

troubles moteurs comme une faiblesse musculaire, des troubles d’équilibre et une paralysie, de problèmes 
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visuels ou de langage, d’affections sensorielles, urinaires et sexuelles. Ces signes sont souvent associés à 

une fatigue extrême, des troubles de la mémoire, de la concentration ou encore des épisodes dépressifs 

(Holmoy and Hestvik, 2008). 

Chez l’homme, on distingue trois principales maladies auto-immunes démyélinisantes: la sclérose en plaques 

(SEP), la neuromyélite optique (NMO) et l’encéphalomyélite aiguë disséminée (EMAD). Je vais détailler ci-

dessous l’aspect histopathologique de chacune de ces pathologies dans le but de présenter les points 

communs avec le modèle animal utilisé dans mes travaux de doctorat, l’encéphalomyélite auto-immune 

expérimentale (EAE). 

 

1.6.1.1 Immunopathogenèse de la sclérose en plaques (SEP) 

La SEP est une maladie auto-immune neurodégénérative qui se présente à tout âge et provoque des 

perturbations motrices, visuelles et cognitives (Holmoy and Hestvik, 2008). Elle affecte approximativement 2.5 

millions de personnes dans le monde entier. La SEP est principalement diagnostiquée chez des jeunes 

adultes (entre 15 et 40 ans), toutefois il existe une forme pédiatrique de la SEP et elle affecte également les 

personnes âgées. Sa prévalence est trois fois plus élevée chez les femmes que chez les hommes 

(Goldenberg, 2012). La maladie se présente principalement sous forme de déficiences sensorielles et 

motrices unilatérales.  

Bien que l’étiologie de la maladie soit mal connue, il est maintenant accepté que la SEP est initiée par une 

attaque auto-immune aberrante dirigée contre des protéines de la gaine de myéline. Les marques 

histopathologiques de la SEP sont les infiltrats de lymphocytes T CD4+ et CD8+ autoréactifs et de cellules 

myéloïdes. Ces cellules immunitaires forment majoritairement des foyers inflammatoires périvasculaires dans 

le SNC, principalement dans la matière blanche, et entrainent la démyélinisation et la perte axonale (Lisak, 

2007). Certains facteurs génétiques liés à la biologie des cellules T favorisent le développement de la SEP. 

Les loci génétiques qui corrèlent le plus spécifiquement avec la susceptibilité de la maladie codent pour le 

CMH-II, qui contrôle l’activation des cellules T CD4+, ainsi que les récepteurs essentiels pour la prolifération et 

la survie des cellules T. Selon certaines hypothèses, le développement de la SEP peut dépendre aussi des 

facteurs environnementaux, comme l’insuffisance en vitamine D ou encore la présence d’un agent infectieux 

présentement inconnu (Holmoy and Hestvik, 2008). Par exemple, les risques de développer la SEP doublent 

chez les individus ayant souffert de mononucléose infectieuse (Marrie et al., 2000; Hernan et al., 2001; 

Goldacre et al., 2004; Ascherio and Munger, 2007; Zaadstra et al., 2008; Ramagopalan et al., 2009; Handel et 

al., 2010). De plus, le risque de rechutes augmente et ces dernières sont plus sévères à la suite d’infections 

des voies respiratoires (Sibley et al., 1985; Marrie et al., 2000; Buljevac et al., 2002; Tremlett et al., 2008).  
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La progression de la SEP est de nature extrêmement hétérogène d’un patient à l’autre, toutefois trois 

principales formes cliniques de la maladie sont classifiées: SEP récurrente rémittente (SEPRR), SEP 

secondaire progressive (SEPSP) et SEP primaire progressive (SEPPP) (Goldenberg, 2012) (Figure 1-5).  

 

 

Figure 1-5. Formes cliniques principales de la SEP.  

Dans 85% des cas, la maladie se manifeste sous forme récurrente rémittente (RR) caractérisée par des 

poussées de symptômes handicapants survenant de façon aiguë (en quelques heures ou en quelques jours) 

et disparaissant totalement ou partiellement en quelques semaines. Quelques années après le début des 

symptômes, les rémissions sont moins complètes dû à l’accumulation des lésions ce qui conduit à l’installation 

graduelle d’un handicap permanent et représente la forme secondaire progressive (SP) de la SEP. Dans 15% 

des cas de la SEP, les symptômes apparaissent et s’aggravent graduellement sans être interceptés par des 

phases de rémissions, ce qui représente la forme primaire progressive (PP) de la pathologie. Tiré de 

https://blog.servier.fr/en/will-soon-treatment-forms-multiple-sclerosis/ 

 

Basé sur les évidences immunologiques et histopathologiques, nous pouvons souligner le rôle de la 

neuroinflammation dans toutes les formes cliniques de la SEP. Cependant, les réseaux de 

cytokines/chimiokines et les leucocytes impliqués dans la réaction auto-immune ainsi que la nature de la 

réponse immunitaire semblent varier dans chacune des formes de la maladie. Les mécanismes de la 

transformation de réponse immunitaire sont mal compris. Aux phases RR de la maladie, la réponse 

immunitaire serait modelée en périphérie. L’infiltration des lymphocytes CD4+ et CD8+ et des cellules 

https://blog.servier.fr/en/will-soon-treatment-forms-multiple-sclerosis/
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myéloïdes dans le SNC activerait la cascade inflammatoire aboutissant à la démyélinisation (Segal, 2014). 

Ainsi, les agents immunomodulateurs qui inhibent le recrutement des lymphocytes au niveau du SNC, 

bloquent la signalisation de facteurs de croissance des cellules T ou deplètent les lymphocytes de la 

périphérie diminuent la fréquence des rechutes et l’accumulation des lésions (Lassmann, 2011). Dans les 

formes SP et PP de la pathologie, l’attaque immune aurait lieu directement dans le SNC, supportée par une 

activation massive de microglie, l’astrogliose et le développement des follicules méningés lymphoïdes (Serafini 

et al., 2004; Kutzelnigg et al., 2005). Ces formes de maladie seraient dues à la morte neuronale, la 

dégénérescence neuro-axonale et la microgliose et seraient moins dépendante des attaques auto-immunes 

prédominantes dans la SEPRR (Miller and Leary, 2007; Trapp and Nave, 2008). Néanmoins, les mécanismes 

immunopathogéniques restent moins connus. Les effets immunomodulateurs de traitements de la SEPRR ne 

sont pas efficaces pour le traitement des formes SP et PP.  

 

 

1.6.1.2 Description de l’encéphalomyélite aiguë disséminée (EMAD) 

L’EMAD est une maladie démyélinisante inflammatoire généralement monophasique qui affecte plus souvent 

les enfants (Young et al., 2008). Toutefois, dans certains cas cette pathologie serait récurrente ou 

multiphasique si l’épisode de démyélinisation se reproduisait dans la région initiale ou une partie différente du 

SNC, respectivement. Il existe aussi une forme fulminante de l’EMAD chez les adultes (Young et al., 2008).  

Entre 10 à 40% des enfants atteints d’EMAD présentent des épisodes subséquents de démyélinisation et sont 

diagnostiqués d’une SEP (Dale et al., 2012). Aucun biomarqueur sérologique ou dérivé des cellules 

mononucléaires du sang ne permet de discriminer l’EMAD de la SEP et aucun essai immunologique ne prédit 

l’évolution clinique ou la sensibilité du patient au traitement (Wingerchuk and Lucchinetti, 2007; Young et al., 

2008). Toutefois, il existe certaines caractéristiques principales de l’EMAD comme l’encéphalopathie et les 

lésions plus diffuses et moins bien définies comparées à la SEP (Young et al., 2008). Les techniques de 

l’imagerie en résonance magnétique permettent de faire la distinction de l’EMAD et de la SEP mettant en 

évidences les particularités de l’EMAD, telles qu’une maladie symétrique bilatérale, l’affection de la matière 

grise profond et du cortex, ainsi que l’absence relative d’anomalies dans les régions périventriculaires du 

cerveau (Young et al., 2008). La pathologie de l’EMAD se ressemble énormément à l’encéphalomyélite auto-

immune expérimentale (EAE) qui est un modèle animal de démyélinisation inflammatoire aiguë 

monophasique. 
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1.6.1.3 Description de la neuromyélite optique (NMO) 

La NMO était autrefois appelée SEP opticospinale vu les similarités de signes cliniques et histopathologiques 

(Holmoy and Hestvik, 2008). Plus récemment, NMO est devenue une entité clinique bien définie, car, dans la 

majorité des cas, son diagnostique est confirmé avec un biomarqueur spécifique détecté dans le sérum, le 

NMO-IgG qui cible l’aquaporine-4 (Lennon et al., 2005; Jiao et al., 2013). Comme le nom l’indique, la NMO se 

manifeste par une myélite et une névrite optique simultanée et se caractérise par une infiltration massive de 

neutrophiles et d’autres leucocytes au niveau la moelle épinière et du nerf optique (Wingerchuk et al., 2007). Il 

existe une prédominance féminine pour la NMO. De plus, le sexe peut aussi déterminer la progression 

récurrente versus monophasique de la maladie, le cours de maladie étant plus souvent récurrente chez les 

femmes (Pereira et al., 2015). 

 

1.6.2 Modèles d’EAE  

Dans le Chapitre 2 et la première partie du Chapitre 3 de cette thèse, j’ai exploré l’implication des cellules de 

l’immunité innée, particulièrement les neutrophiles et la microglie, dans le développement des maladies auto-

immunes démyélinisantes en utilisant différents modèles d’EAE progressive chronique. 

L’encéphalomyélite auto-immune expérimentale est le modèle animal des maladies auto-immunes 

démyélinisantes le plus couramment utilisé qui récapitule des aspects pathologiques de la neuroinflammation: 

la dégénérescence axonale et la démyélinisation. C’est grâce à l’EAE que le développement et l’amélioration 

des thérapies efficaces contre la SEP comme le glatiramer acetate, mitoxantrone et natalizumab ont été 

possibles (Steinman and Zamvil, 2006; Croxford et al., 2011).  

À l’origine, l’EAE a été utilisé pour comprendre les épisodes de paralysie observée chez certains patients 

vaccinés contre la rougeole, la variole et la rage. Les premiers modèles d’EAE produisaient des changements 

inflammatoires dans le SNC entrainant une paralysie aiguë et récapitulant donc les caractéristiques de l’EMAD 

(Steinman and Zamvil, 2006). Sur la base de ce premier modèle, plusieurs variantes ont été créées pour imiter 

les différentes formes d’affections auto-immunes du SNC, incluant des modèles plus spécifiques pour la NMO, 

la SEPRR et la SEP progressive. Pour comprendre l’implication de l’immunité innée, dans cet ouvrage nous 

avons utilisé trois modèles d’EAE progressive que je vous décris ci-dessous. 

 

1.6.2.1 EAE par immunisation active  

L’EAE est induite dans plusieurs espèces de mammifères à l’aide d’une immunisation active contre les 

épitopes de myéline spécifique au CMH-II. Ce type d’immunisation active produit un modèle chronique qui 
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récapitule les symptômes suivants de la SEP progressive: inflammation du SNC, perte de poids, paralysie et 

démyélinisation. Les souris C57BL/6 sont immunisées avec le peptide de MOG35-55 dans l’adjuvant complet de 

Freund (CFA). Cette immunisation sous-cutanée amorce une expansion de cellules T CD4+ dans les organes 

lymphoïdes périphériques et une polarisation de cellules T naïves autoréactives vers Th1 et Th17 qui 

produisent les cytokines IFNγ et IL-17, respectivement (Stromnes and Goverman, 2006a). Ces cellules T 

effectrices se rendent ensuite au cerveau et à la moelle épinière et sont réactivées par les APC locales pour 

produire une pathogenèse complète (Kawakami et al., 2004; Greter et al., 2005; Bartholomaus et al., 2009; 

Kivisakk et al., 2009). Les cellules T s’infiltrent dans le parenchyme du SNC et restimulent, à leur tour, les 

cellules myéloïdes incluant la microglie et les macrophages dérivés des monocytes et initient les processus de 

la démyélinisation axonale et de la perte neuronale (Shemer and Jung, 2015) (Figure 1-6).  

 

Figure 1-6. Migration et fonction effectrice des cellules T réactives à la myéline au 

cours de l’EAE.  

Les cellules dendritiques présentent des peptides de myéline aux cellules T naïves dans les ganglions 

lymphatiques. Ces cellules T activées entrent dans la circulation sanguine, migrent vers le SNC, se réactivent 

par des CPA, pénètrent la barrière hémato-encéphalique, recrutent d’autres leucocytes à partir du sang et 

médient l’attaque contre la myéline et le dommage axonal. Tiré de (Fletcher et al., 2010). 
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1.6.2.2 EAE par transfert adoptif 

L’EAE peut aussi être transférée de souris vaccinées contre la myéline à des naïves isogéniques utilisant des 

cellules T autoréactives (Stromnes and Goverman, 2006b). Les études d’EAE utilisant cette méthode 

d’induction d’EAE, appelée transfert adoptif, ont démontré que l’immunogénicité des cellules Th est dépendant 

exclusivement de la production de la cytokine GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor). 

Les cellules Th déficientes en GM-CSF rentrent au SNC et produisent d’autres cytokines, cependant l’EAE ne 

se développe pas (Kroenke et al., 2010; Codarri et al., 2011). Le GM-CSF est nécessaire pour le recrutement 

des cellules myéloïdes CD11b+ qui sont essentielles pour le maintien de l’inflammation locale du SNC, la 

démyélinisation et la survie des lymphocytes (Sonderegger et al., 2008). 

 

1.6.2.3 Modèle 2D2 

Les souris 2D2 expriment un TCR spécifique au MOG35-55 et développent l’EAE spontanément avec une faible 

incidence (4 à 15%). Ces souris développent plus souvent une névrite optique (plus de 30%) (Bettelli et al., 

2003). Ce modèle spontané de l’EAE est aussi appelée EAE opticospinale. De façon intéressante, l’injection 

de PTX (pertussis toxin) chez les souris 2D2 augmente drastiquement l’incidence de l’EAE, atteignant jusqu’à 

60% des cas (Dumas et al., 2014). PTX est une protéine dérivée de Bordetella pertussis et son effet adjuvant 

au cours du développement de l’EAE supporte le rôle d’agents bactériens dans la réaction inflammatoire décrit 

dans la SEP. En augmentant les niveaux d’expression de l’IL-6 dans le plasma, PTX peut induire différents 

médiateurs chimiques, comme l’IL-1β et le CXCL-1, favorisant le recrutement des leucocytes périphériques 

qui patrouillent dans les leptoméninges (Roy et al., 2012; Dumas et al., 2014). Notons que cette population 

patrouillante suite à l’injection de PTX est constituée majoritairement de neutrophiles (Richard et al., 2011). 

C’est justement ces cellules qui ont été au centre de mes travaux présentés dans le Chapitre 2 de cette thèse.  

 

1.6.3 Cellules myéloïdes dans l’EAE 

L’EAE et les maladies auto-immunes démyélinisantes chez l’homme sont définies comme des pathologies 

médiées par les cellules T, toutefois le nombre de cellules myéloïdes est imposant dans les loci inflammatoires 

de ces maladies. Les cellules myéloïdes les plus étudiées dans l’EAE sont les monocytes, les macrophages et 

les cellules dendritiques. Les monocytes circulant dans le sang sont rapidement recrutés dans le parenchyme 

du cerveau au cours de l’EAE. Les monocytes inflammatoires exprimant des niveaux élevés de CCR2 et de 

Ly6C sont critiques pour le développement et la progression de l’EAE (Huitinga et al., 1990; Tran et al., 1998; 

Serafini et al., 2000; King et al., 2009; Mildner et al., 2009). Dans la SEP et l’EAE, l’infiltration des cellules 

myéloïdes précède la perméabilisation de la BHE et corrèle avec les signes cliniques de ces pathologies 

https://en.wikipedia.org/wiki/Bordetella_pertussis
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(Brown and Sawchenko, 2007; Walker-Caulfield et al., 2015). De plus, l’inhibition de l’infiltration des 

monocytes dans le SNC chez les souris CCL2/CCR2 déficientes empêche le développement de l’EAE (Fife et 

al., 2000; Izikson et al., 2000; Huang et al., 2001; Gaupp et al., 2003).  

Les cellules myéloïdes, plus particulièrement la population de cellules dendritiques, sont essentielles à la 

présentation d’antigènes et à la réactivation des cellules T lors de l’EAE. Ainsi, une fois entrées dans les 

leptoméninges, les cellules T CD4+ produisent des cytokines pro-inflammatoires et permettent l’infiltration des 

cellules myéloïdes dans le SNC (Greter et al., 2005; Sonderegger et al., 2008; Kivisakk et al., 2009; Kroenke 

et al., 2010; Codarri et al., 2011; Prodinger et al., 2011). Après avoir infiltré le SNC, ces cellules myéloïdes 

réactivent les cellules T et augmentent leur encéphalogénéicité (Kawakami et al., 2004; Greter et al., 2005; 

Bartholomaus et al., 2009; Kivisakk et al., 2009). Sans cette réactivation, l’initiation et la progression de la 

réponse inflammatoire pathogénique durant l’EAE serait impossible (Kawakami et al., 2004).  

À la suite de leur réactivation, les cellules T doivent traverser la BHE pour se rendre dans le parenchyme du 

SNC afin d’attaquer leurs cibles. Les recherches suggèrent que les cellules myéloïdes seraient également 

importantes à cette phase de la pathologie. En effet, la production de TNF par une autre cellule myéloïde, la 

mastocyte méningéale, régule la fonction de la BHE et l’infiltration des cellules T et des cellules myéloïdes 

dans le SNC et permet l’initiation de la phase symptomatique de l’EAE (Sayed et al., 2010). 

Les cellules myéloïdes sont aussi les cellules effectrices majeures durant l’EAE. Ainsi, les macrophages 

médient directement le dommage tissulaire et la démyélinisation en sécrétant des molécules toxiques, des 

réactifs de l’oxygène (RO) et des facteurs pro-inflammatoires (Mildner et al., 2009). Selon leur état de 

polarisation, les macrophages peuvent être également impliqués dans les phases de la résolution de la 

neuroinflammation (Miron et al., 2013; Yamasaki et al., 2014).  

Enfin, il y a de plus en plus d’évidences qu’une autre population de cellules myéloïdes, les neutrophiles, serait 

aussi essentielle dans la pathogenèse de l’EAE.  

 

1.6.3.1 Neutrophiles dans l’EAE 

Les neutrophiles constituent la population des cellules infiltrantes la plus abondante 24 à 48 heures avant 

l’apparition des symptômes neurologiques et durant le pic de la maladie (Reddy et al., 2005; Carlson et al., 

2008; Kroenke et al., 2008; Soulika et al., 2009; Kang et al., 2010; Wu et al., 2010; Christy et al., 2013; 

Steinbach et al., 2013; Rumble et al., 2015). Il a été démontré que les cellules Th17 encéphalitogéniques 

activent les mastocytes qui, à leur tour recrutent des neutrophiles dans les phases précoces de l’EAE en 

sécrétant différentes cytokines comme le TNF, CXCL1 et CXCL2 (Carlson et al., 2008; Sayed et al., 2010; De 
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Filippo et al., 2013). La neutralisation des protéines associées aux neutrophiles comme Ly6G, CXCR2 et 

CXCL1 réduit la sévérité de l’EAE et retarde son initiation (McColl et al., 1998; Carlson et al., 2008; Liu et al., 

2010; Steinbach et al., 2013; Aube et al., 2014; Rumble et al., 2015). De plus, une étude récente a révélé que 

les souris transgéniques déficientes en récepteur du G-CSF, le facteur essentiel pour la mobilisation des 

neutrophiles de la moelle osseuse, sont résistantes à l’EAE active (Rumble et al., 2015). Cette résistance est 

expliquée par l’absence de neutrophiles dans la moelle épinière des souris qui n’expriment pas le récepteur du 

G-CSF. Dans ce modèle, la présence de toutes les autres populations leucocytaires dans la moelle épinière 

est également compromise, ce qui pourrait être dû au rôle de neutrophiles dans la mobilisation de cellules 

souches hématopoïétiques (CSH) à partir de la moelle osseuse (Singh et al., 2012). En effet, les cellules 

souches mésenchymales (CSM) et les ostéoblastes (OB) présents dans la moelle osseuse expriment des 

molécules d’adhésion et différents facteurs permettant de retenir les CSH dans cette niche (Wilson and 

Trumpp, 2006). L’expansion des neutrophiles suite à la stimulation du G-CSF induit l’apoptose des CSM et 

des OB et réduit la production des facteurs de rétention des CSH dans la moelle osseuse, tels que VCAM-1 

(vascular cell adhesion molecule-1), SCF (stem cell factor) et SCDF1 (stromal cell-derived factor-1) (Singh et 

al., 2012).  

Il est intéressant de noter que si la déplétion de neutrophiles de la circulation sanguine se fait avant la 

manifestation des signes de l’EAE, cela retarde considérablement son initiation et réduit sa sévérité (Carlson 

et al., 2008; Steinbach et al., 2013; Aube et al., 2014). Par contre, si l’on déplète les neutrophiles après le 

début de signes de paralysie, la progression de l’EAE ne varie pas (Steinbach et al., 2013), ce qui démontre 

l’implication des neutrophiles dans les phases d’initiation de la maladie. Toutes ces évidences soulignent un 

rôle crucial des neutrophiles dans l’EAE. Toutefois, les mécanismes précis de l’action des neutrophiles dans 

cette pathologie restent peu élucidés.  

 

1.6.3.1.1 Fonctions des neutrophiles 
Les neutrophiles peuvent effectuer des fonctions pléiotropes selon l’environnement inflammatoire. En plus de 

la phagocytose, les neutrophiles pourraient avoir d’autres rôles essentiels (Mantovani et al., 2011). Ils 

contiennent un large répertoire de molécules pro-inflammatoires et effectrices et sont des acteurs essentiels 

dans diverses pathologies. Deux hypothèses principales existent concernant l’implication des neutrophiles 

dans la pathogenèse de l’EAE : ils contribueraient à la rupture de la BHE et/ou aideraient à la maturation de 

cellules dendritiques. Je développe ces deux actions des neutrophiles dans les prochaines lignes. 
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1.6.3.1.1.1 Rupture de la BHE par les neutrophiles 

Il est accepté que la BHE est moins efficace dans de nombreuses pathologies du SNC, puisque la 

neuroinflammation s’accompagne souvent de la perméabilisation de cette barrière et de l’augmentation du 

nombre de leucocytes infiltrant le parenchyme du SNC. Cependant, si le bris de la BHE est la cause ou le 

résultat de l'inflammation reste toujours un sujet de discussion. La capacité des neutrophiles actifs à produire 

des RO et à sécréter des enzymes lytiques suggère qu’ils peuvent directement perméabiliser la BHE (Ullen et 

al., 2012; Ullen et al., 2013) et ainsi faciliter l’infiltration des cellules immunitaires périphériques dans le 

parenchyme du SNC (Ransohoff and Brown, 2012).  

Actuellement, quelques études suggèrent que les neutrophiles augmenteraient la perméabilité de la BHE et 

favoriseraient ainsi l’infiltration des cellules périphériques dans le SNC (Carlson et al., 2008; Aube et al., 

2014). Durant l’EAE, les neutrophiles activés patrouillent la surface luminale des leptoméninges (Richard et 

al., 2011) et ont la capacité de dégrader les contacts entre les cellules endothéliales en sécrétant des 

enzymes ou des RO (Scholz et al., 2007). En accord avec ces études, la déficience en IL-1R1 des cellules 

non hématopoïétiques empêche l’adhésion et le roulement des neutrophiles sur l’endothélium, décale le début 

de l’EAE et protège l’intégrité de la BHE (Aube et al., 2014). De plus, l’inhibition de l’élastase améliore l’EAE 

induit par transfert adoptif des cellules Th17 et dans un modèle de souris NMO (Herges et al., 2012; Saadoun 

et al., 2012). Cependant, l’absence de l’enzyme MPO et l’inhibition de l’élastase dans l’EAE active n’ont aucun 

impact sur son développement (Steinbach et al., 2013). Une étude récente rapporte que dans le modèle 

d’EAE spontanée (appelée TCR1640) ainsi que chez des patients atteints de la SEP, le bris de la BHE 

précède l’infiltration des leucocytes dans le SNC et la démyélinisation (Alvarez et al., 2015). Dans la même 

étude, les auteurs démontrent qu’une réaction pro-inflammatoire périphérique est détectée avant le bris de la 

BHE et pourrait en être la cause. Plus d’études seront nécessaires pour démontrer, s’il y a lieu, l’action directe 

des neutrophiles sur la déstabilisation de la BHE au cours de l’EAE. 

 

1.6.3.1.1.2 Régulation des cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques sont essentielles dans le développement de l’EAE car elles réactivent les cellules 

Th1 et Th17 en leur présentant des antigènes. L’accumulation des évidences suggère que les neutrophiles ont 

la capacité de moduler le recrutement et la fonction de cellules dendritiques. En effet, les neutrophiles peuvent 

directement contacter la cellule dendritique via les interactions Mac-1/DC-SIGN (van Gisbergen et al., 2005). 

L’activation et la migration des cellules dendritiques vers les ganglions lymphatiques peuvent être inhibées par 

l’enzyme MPO des neutrophiles (Odobasic et al., 2013). D’un autre côté, les neutrophiles peuvent sécréter 

différents facteurs moléculaires pour favoriser le recrutement et l’action des cellules dendritiques immatures en 

induisant l’expression des molécules co-stimulatrices CD86 et CD40 sur ces dernières (Bennouna et al., 
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2003). Une étude démontre qu’in vitro les neutrophiles peuvent présenter eux-mêmes des antigènes aux 

cellules T et les différencier en Th1 ou Th17 (Abi Abdallah et al., 2011). 

Dans le SNC, les neutrophiles produisent des facteurs pro-inflammatoires qui favorisent la maturation de 

cellules dendritiques induisant l’expression de CMH-II, CD80 et CD86 et augmentent ainsi leur capacité de 

restimuler les cellules T (Steinbach et al., 2013). La déplétion des neutrophiles par l’anticorps anti-Ly6G 

diminue la maturation de la microglie et des macrophages et compromet l’infiltration des leucocytes 

périphériques dans le SNC (Steinbach et al., 2013). Toutefois, les facteurs sécrétés des neutrophiles 

responsables de la maturation de cellules dendritiques au cours de l’EAE restent inconnus à ce jour. Ainsi, 

dans le Chapitre 2, j’explore le rôle de l’IL-36γ, la première cytokine identifiée spécifique aux neutrophiles dans 

la pathogenèse de l’EAE. 

 

1.7 Maladie d’Alzheimer (MA) 

1.7.1 Descriptif de la maladie d’Alzheimer  

La maladie d’Alzheimer est la cause la plus fréquente de démence. Elle touche plus de 35 millions d’individus 

à travers le monde et sa prévalence devrait tripler en 2050 (World Health Organization-WHO- 

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs362/en/). Souvent, les symptômes de la MA débutent après l’âge 

de 65 ans sous forme de perte de mémoire à court terme et progressent en affectant toutes les fonctions 

cognitives et exécutives. Les caractéristiques histopathologiques de la MA sont: la présence de dépôts 

extracellulaires de amyloïde-β (les plaques d’Aβ) et les agrégats intracellulaires de la protéine tau 

hyperphosphorylée associée aux microtubules (les enchevêtrements neurofibrillaires) (Cameron and Landreth, 

2010). Une autre particularité du tissu cérébral des patients atteints de la MA est la présence d’une réaction 

inflammatoire. Ainsi, les cellules gliales du SNC (microglies et astrocytes) sont activées et regroupées autour 

des plaques d’Aβ (Cameron and Landreth, 2010). 

Une des théories centrales d’initiation de la MA est la cascade amyloïde selon laquelle la dérégulation de la 

production de certains peptides d’Aβ et/ou leur clairance amène à la neurodégénérescence et à la démence 

(Hardy and Selkoe, 2002). Les peptides d’Aβ sont générés à la suite d’une série de clivages 

endoprotéolitiques d’APP (amyloid precursor protein) qui est une protéine transmembranaire exprimée dans le 

cerveau. Les clivages successifs de l’APP par les enzymes β-sécrétase et le complexe γ-sécrétase, 

produisent des isoformes de peptide d’Aβ de différentes longueurs (Haass, 2004; Haass and Selkoe, 2007). 

Selon les études in vitro, les plaques d’amyloïde-β se forment par la polymérisation des monomères d’Aβ pour 

former des protofibrilles, ensuite des fibrilles matures insolubles (Harper and Lansbury, 1997; Finder and 
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Glockshuber, 2007). La forme d’Aβ composée de 40 acides aminés, l’Aβ40, est le produit majeur généré de 

l’APP, cependant l’Aβ42 est considérée comme la forme la plus neurotoxique puisqu’elle a une plus grande 

tendance à s’agréger pour former des oligomères et des fibrilles d’Aβ (Barrow and Zagorski, 1991; McGowan 

et al., 2005; Yan and Wang, 2006) et représente la forme la plus abondante dans les plaques d’Aβ (Braak and 

Braak, 1991; LaFerla et al., 2007; Ballard et al., 2011). Dans les conditions normales, les plaques d’Aβ sont 

dégradées et/ou éliminées du cerveau par différents mécanismes dont la dégradation par des peptidases, le 

transport actif médié par des récepteurs LRP (low-density lipoprotein receptor-related protein) et RAGE 

(receptor for advanced glycation end products) (Tanzi et al., 2004). Les mutations dans le gène d’APP et ceux 

codant pour l’enzyme-clé de l’activité de γ-sécrétase, la préséniline (PS1) conduisent à une accumulation de 

peptides Aβ42 (Blennow et al., 2006). La rétention de ces peptides dans le cerveau sous différents états 

conformationnels (monomères, oligomères, plaques fibrillaires insolubles) enclenche des changements 

pathophysiologiques chez les patients et mène à la perte neuronale (Hardy and Selkoe, 2002).  

La MA est le plus souvent sporadique (99% des cas), bien qu’elle peut également être d’origine génétique due 

à plusieurs mutations dominantes autosomales. Ainsi, les gènes mutants du substrat (APP) et de la 

préséniline sont responsables des cas relativement précoces de la MA familiale (Ballard et al., 2011). Ces 

mutations mènent à une augmentation de la capacité de clivage de la γ-sécrétase et donc à une accumulation 

anormalement élevée d’Aβ42. La découverte de ces mutations a permis la création de modèles de souris pour 

étudier les mécanismes du développement de la MA. 

 

1.7.2 Modèle de souris APP/PS1  

Dans l’étude du Chapitre 3 de ma thèse, j’ai utilisé un modèle de souris transgénique qui surexprime les gènes 

mutés APP et PS1 humains sous le contrôle du promoteur Th1 spécifique aux neurones (Radde et al., 2006). 

Chez ces souris, l’accumulation de l’Aβ commence vers l’âge de 6 à 8 semaines de vie dans le cortex et vers 

3-4 mois dans l’hippocampe. Très tôt après l’accumulation de dépôts d’Aβ, une activation de microglie 

(processus appelé microgliose) et un rassemblement de microglie hypertrophique Iba1+ est observé autour 

des plaques Aβ (Simard et al., 2006; Radde et al., 2006). Il est intéressant de noter que toutes ces plaques 

sont entourées de boutons synaptiques dystrophiques. Une perte d’épines dendritiques est aussi observée 

dans le cerveau dès 4 semaines après le dépôt initial des plaques (Radde et al., 2006; Bittner et al., 2012). 

Les épines dendritiques forment les synapses entre les neurones et participent à la sauvegarde de la nouvelle 

information dans le cerveau à l’aide du contenu des boutons synaptiques. En accord avec les anomalies 

décrites de ces éléments de base impliqués dans la plasticité synaptique, les souris APP/PS1 montrent des 

déficiences cognitives dès l’âge de 6 mois (Radde et al., 2006; Serneels et al., 2009).  
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1.7.3 Rôle de la microglie dans la réponse immune dans la maladie d’Alzheimer 

Des études initiales de la pathologie cellulaire de la MA ont observé une activation et un regroupement de la 

microglie autour des dépôts d’Aβ (Simard et al., 2006; Perlmutter et al., 1990; Griffin et al., 1998; D'Andrea et 

al., 2004) et ont proposé un rôle important des cellules microgliales dans la pathologie d’Alzheimer. Ainsi, 

l’étude élégante de (Meyer-Luehmann et al., 2008) a démontré que la microglie est activée et recrutée vers les 

plaques d’amyloïde dans les 24h suivant la formation de ces dernières.  

 

1.7.3.1 Activation microgliale par l’amyloïde-β 

Durant la maladie d’Alzheimer, les oligomères et les fibrilles insolubles d’Aβ lient directement la microglie via 

plusieurs récepteurs de surface cellulaire comme SCARA1, CD36, CD14, l’intégrine α6β1 et les TLRs 

(Paresce et al., 1996; Bamberger et al., 2003; Liu et al., 2005; Reed-Geaghan et al., 2009; Stewart et al., 

2010). L’activation de ces récepteurs peut médier différentes actions de la microglie. Ainsi, la liaison de l’Aβ au 

SRA ou CD14 se traduit par l’internalisation de ces peptides et la stimulation de la phagocytose par la 

microglie (Paresce et al., 1996; Liu et al., 2005). Il a été également rapporté que les microglies utilisent un 

mécanisme de macropinocytose pour l’internalisation et la dégradation des peptides solubles d’Aβ42 

(Mandrekar et al., 2009). Par ailleurs, l’activation de CD36, TLR2, TLR4 et TLR6 par l’Aβ conduit à la 

production des cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires et des molécules toxiques comme les RO 

(Bamberger et al., 2003; El Khoury et al., 2003; Reed-Geaghan et al., 2009; Stewart et al., 2010). De façon 

intriguante, l’amyloïde-β peut activer l’inflammasome NLRP3, entrainer le recrutement microglial et la synthèse 

des facteurs pro-inflammatoires et neurotoxiques, essentiellement via la voie de signalisation de l’IL-1β (Halle 

et al., 2008; Masters and O'Neill, 2011). À l’opposé, la surexpression de TGF-β dans le cerveau des souris 

modélisant l’Alzheimer, qui est également associée avec une activation robuste de la microglie, corrèle 

positivement avec la réduction significative du nombre des plaques Aβ parenchymales (Wyss-Coray et al., 

2001). Ces évidences démontrent l’implication importante des cellules microgliales dans la pathogenèse de la 

MA. 

 

1.7.3.2 Implication de la microglie dans la maladie d’Alzheimer 

Le rôle de la microglie dans la MA reste encore débattu au sein de la communauté scientifique. L’action de la 

microglie est hautement dépendante du contexte. Certains groupes affirment que l’activation microgliale a des 

effets neuroprotecteurs dans des modèles de la maladie d’Alzheimer par son action de phagocytose efficace 

des plaques Aβ et des débris de myéline (Wyss-Coray et al., 2001; Lampron et al., 2015). En accord avec 

cette hypothèse, les cytokines anti-inflammatoires IL-4 et IL-10 inhibent la microglie, résultant en une 
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accumulation des plaques Aβ et exacerbant les symptômes de la pathologie (Chakrabarty et al., 2012; 

Chakrabarty et al., 2015; Guillot-Sestier et al., 2015). De plus, l’activation de la microglie par la surexpression 

de la cytokine pro-inflammatoire TNF-α dans l’hippocampe diminue les dépôts Aβ (Chakrabarty et al., 2011). 

Au contraire, d’autres équipes supportent l’hypothèse selon laquelle l’activation de la microglie est délétère dû 

à la relâche de facteurs toxiques comme les RO et des molécules pro-inflammatoires IL-1β, TNF-α, IL-6 

(Meda et al., 1995; McDonald et al., 1997; Meda et al., 1999; Cho et al., 2011; Orre et al., 2014). 

Dernièrement, il a été proposé que les changements progressifs d’activité microgliale durant la MA peuvent 

être responsables de cet effet dichotomique (Prokop et al., 2013) (Figure 1-7). Ainsi, durant les phases 

précoces de la MA, la microglie serait efficace pour migrer, infiltrer les plaques d’Aβ et phagocyter l’Aβ 

fibrillaire. Toutefois, avec la progression de la maladie, la microglie deviendrait dysfonctionnelle présentant 

une activation, migration et phagocytose diminuée. 

 

Figure 1-7. Schéma des différentes étapes d’actions microgliales au cours de la 

MA.  

La microglie surveillant l’intégrité du SNC peut être activée par divers stimuli et effectuer diverses fonctions 

comme la prolifération, la chimiotaxie ou la production de cytokines pour rétablir l’homéostasie de l’organisme. 

Toutefois, à la suite d’une activation chronique, la microglie peut adopter un état amiboïde, dysfonctionnel ou 

sénescent. Tirée de (Prokop et al., 2013). 
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1.7.3.2.1 Changements de microglie durant la pathologie d’Alzheimer 
Le développement de la MA et le dépôt de l’Aβ sont associés avec l’accumulation des cellules microgliales 

dysfonctionnelles et sénescentes dans les cerveaux des patients (Streit et al., 2004). Elles ont un corps 

cellulaire atrophique et des ramifications fragmentées, démontrant une morphologie distincte d’une microglie 

activée ou ramifiée (Streit et al., 2004; Lopes et al., 2008; Baron et al., 2014). Ainsi, ces changements liés à la 

fois à l’âge et à la progression de la MA pourraient impliquer une plus faible capacité de la microglie à 

surveiller son environnement. En accord avec cela, chez les souris transgéniques APP/PS1 vieillissantes, la 

microglie subit une diminution progressive de l’expression des récepteurs reconnaissants l’Aβ comme, par 

exemple, le SRA et le CD36, qui s’accompagne d’une augmentation des cytokines pro-inflammatoires comme 

l’IL-1β et le TNF-α (Hickman et al., 2008). Ces mêmes microglies âgées démontrent également une baisse 

d’efficacité de l’internalisation d’Aβ (Hickman et al., 2008; Njie et al., 2012; Krabbe et al., 2013). En effet, la 

microglie provenant des cerveaux de patients atteints de la MA a montré des niveaux moins forts en beclin-1 

qui est associé avec une phagocytose affaiblie d’Aβ (Lucin et al., 2013). Toutes ces évidences indiquent qu’en 

plus d’être activée au cours de la MA, la microglie semble voir sa fonction altérer.  

 

1.7.3.2.2 Phagocytose 
Les cellules microgliales sont des phagocytes efficaces des boutons synaptiques, des épines dendritiques et 

des cellules apoptotiques dans des conditions physiologiques durant le développement ainsi que dans le 

cerveau adulte (Dalmau et al., 2003; Sierra et al., 2010; Schafer et al., 2012). Toutefois, leur rôle dans la 

phagocytose des dépôts d’Aβ est plutôt modeste. Malgré les évidences qu’en culture la microglie est en 

mesure d’internaliser et de dégrader les agrégats d’Aβ (Wyss-Coray et al., 2001; Bamberger et al., 2003; 

Koenigsknecht-Talboo and Landreth, 2005; Mandrekar et al., 2009), les macrophages périphériques sont plus 

efficace pour phagocyter l’Aβ (Wisniewski et al., 1991; Frackowiak et al., 1992; Akiyama et al., 1996; Simard 

et al., 2006; Majumdar et al., 2008). Ceci serait en partie dû à une faible activité enzymatique des lysosomes 

de microglies, probablement causée par une acidité lysosomale inférieure aux macrophages (Majumdar et al., 

2008). À la suite d’une internalisation et d’une dégradation dysfonctionnelle, l’Aβ pratiquement intact serait 

sécrété par la microglie (Chung et al., 1999). En accord avec ces évidences, la déplétion de la microglie par 

l’injection du ganciclovir (GCV) dans un modèle de souris chimériques exprimant la thimidine kinase (TK) sous 

le promoteur de CD11b (la TK transforme le GCV en un produit toxique qui permet l’élimination des cellules 

TK+) n’a eu aucun impact sur le métabolisme des plaques d’Aβ (Grathwohl et al., 2009). Dans nos études du 

Chapitre 3 non plus, la microglie ne semble pas phagocyter l’Aβ. 
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1.7.3.2.3 Production des facteurs inflammatoires 
En culture, l’activation de ces cellules par l’Aβ induit la production de plusieurs cytokines inflammatoires telles 

que TNF, TGF-β, IL-1β, IL-12, IL-23, IL-8 et IL-6, en plus de la production de RO (McDonald et al., 1997; 

Meda et al., 1999; Walker et al., 2006; Vom Berg et al., 2012). Ces médiateurs produits par la microglie 

peuvent avoir directement des effets cytotoxiques sur les neurones (Marx et al., 1998; McGeer and McGeer, 

1998; Akiyama et al., 2000) ou peuvent les affecter indirectement, en favorisant la production d’Aβ (Rogers et 

al., 1999; Sheng et al., 2003). D’autre part, plusieurs évidences démontrent qu’une activation finement régulée 

du système immunitaire inné et des microglies peut être largement bénéfique pour la pathologie (Wyss-Coray, 

2006; Yong and Rivest, 2009). Par exemple, l’induction expérimentale de l’expression des cytokines pro-

inflammatoires IL-1β, TNF-α, IL-6 et IFN-γ au cerveau corrèle avec une diminution de dépôts d’Aβ (Shaftel et 

al., 2007; Chakrabarty et al., 2010a; Chakrabarty et al., 2010b; Matousek et al., 2012). Ces études 

potentiellement contradictoires démontrent que les effets de microglie dépendraient de la nature et de la durée 

de leur activation. De plus, les différences entre ces résultats pourraient également être dues au manque 

d’outils distinguant la microglie des monocytes/macrophages périphériques. Une meilleure connaissance de 

l’action des médiateurs spécifiques de la microglie pourrait fournir des cibles thérapeutiques adaptées dans le 

cadre des maladies chroniques du SNC comme la MA. Dans le Chapitre 3 de cette thèse, nous nous sommes 

intéressés au GPR84, un récepteur spécifique à la microglie dans le SNC, et nous avons directement exploré 

son rôle dans la maladie d’Alzheimer. 

 

 

 

1.8 Problématiques, hypothèses et objectifs 

La caractérisation des médiateurs moléculaires impliqués dans la formation et la coordination d’une réponse 

inflammatoire est essentielle pour trouver et développer des cibles thérapeutiques dans le cadre des maladies 

impliquant le système immunitaire. Plus d’une dizaine de cytokines, de chimiokines et leurs récepteurs 

couplés aux protéines G sont déjà identifiés comme des acteurs clés dans l’inflammation. Cependant, il y en a 

plusieurs dont l’action n’est pas caractérisée dans les affections du SNC. L’étude détaillée de ces molécules 

dans divers modèles comblerait nos connaissances sur les voies de signalisations impliquées dans des 

maladies neurodégénératives et aiderait à développer de nouveaux traitements avec des effets secondaires 

minimaux.  

Ainsi, dans le Chapitre 2, nous avons cherché à comprendre l’action de la cytokine IL-36 dans la 

neuroinflammation au cours d’une maladie auto-immune démyélinisante. Le rôle crucial des cytokines de la 
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famille de l’IL-36 est incontestable dans des conditions inflammatoires de la peau comme le psoriasis 

(Blumberg et al., 2007; Blumberg et al., 2010; Tortola et al., 2012). Bien que l’expression de l’IL-36R ait été 

observée dans le cerveau (Lovenberg et al., 1996; Berglof et al., 2003), le rôle de la signalisation IL-36 n’a 

encore jamais été exploré dans le cadre des affections du SNC. Basé sur toutes ces évidences, dans le 

Chapitre 2, nous avons proposé l’hypothèse selon laquelle l’IL-36 serait impliquée dans le développement de 

maladies auto-immunes inflammatoires du SNC, telle que l’EAE. Nos objectifs spécifiques étaient de: 

(1) Déterminer l’expression spatio-temporale d’IL-36R et de ses agonistes (IL-36α, IL-36β et IL-36γ) au 

cours du développement de l’EAE dans trois modèles, soit l’EAE induit par l’immunisation active du 

peptide de MOG35-55, le transfert adoptif des cellules T autoréactives et dans des souris 2D2 injectées 

avec la PTX; 

(2) Identifier la source cellulaire de l’IL-36γ et de son récepteur, l’IL-36R; 

(3) Mettre en évidence les gènes régulés dans la microglie lors de la stimulation avec l’IL-36γ. 

(4) Déterminer le rôle de l’IL-36γ et de son récepteur sur le développement, la progression et la sévérité 

de l’EAE. 

(5) Caractériser le recrutement de différents leucocytes dans le SNC suite à l’EAE chez des souris 

déficientes en IL-36γ ou en IL-36R. 

 

Le Chapitre 3 traite de l’implication du GPR84 dans la fonction effectrice des cellules microgliales dans des 

modèles murins de la neuroinflammation. Le récepteur GPR84 est exprimé dans différents modèles 

pathologiques du SNC dont l’EAE, l’endotoxémie, la démyélinisation induite par la cuprizone et l’axotomie 

(Bedard et al., 2007; Bouchard et al., 2007; Gamo et al., 2008). La seule population cellulaire qui exprime le 

GPR84 dans le SNC est la microglie. Cette expression est régulée par les cytokines pro-inflammatoires TNF 

et IL-1 (Bouchard et al., 2007). Toutefois, son implication dans d'autres troubles du système nerveux ainsi que 

sa fonction biologique dans le développement des maladies neuro-inflammatoires restent inconnues. 

L'hypothèse proposée est que le récepteur GPR84 jouerait un rôle important dans l’activation de la microglie 

au cours de processus neuroinflammatoires dans le modèle murin de la MA, l’EAE et l’endotoxémie. En 

absence d’expression de ce récepteur, la réponse microgliale deviendrait inefficace ce qui affecterait la 

progression et la sévérité de ces maladies. Pour répondre à cette hypothèse, nos objectifs étaient de:  

(1) Caractériser l'expression du GPR84 chez des souris APP/PS1, qui développent les signes de la MA; 

(2) Évaluer le comportement de souris déficientes pour le récepteur GPR84, dans différents modèles de 

la neuroinflammation, soit en subissant une endotoxémie, soit immunisées pour développer l'EAE ou 

soit croisées avec des souris APP/PS1; 
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(3) Clarifier le rôle du GPR84 dans le recrutement de la microglie autour des plaques amyloïdes chez les 

souris transgéniques APP/PS1; 

(4) Identifier l’implication du GPR84 dans le métabolisme de l’Aβ; 

(5) Caractériser de la dégénérescence neuronale dans le modèle de la MA déficient en GPR84 ; 

(6) Déterminer le rôle de GPR84 dans la neurogenèse chez les souris APP/PS1. 
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Chapitre 2: Interleukine-36γ est exprimée par les 

neutrophiles et peut activer la microglie, mais 

n’intervient pas dans l’encéphalomyélite auto-

immune expérimentale 

 

 

 

2.1 Notes introductives et contributions 

L’objectif de ce projet de recherche était d’évaluer le rôle de l’Interleukine 36γ dans le développement et la 

progression de l’EAE, en évaluant ainsi l’implication des neutrophiles et de la microglie dans l’EAE. Je suis 

l’auteure principale de cette étude qui a été publiée dans le Journal of Neuroinflammation et peut être 

retrouvée sous le lien suivant: http://www.jneuroinflammation.com/content/12/1/173. 

La conceptualisation et la demande de financement du projet ont été effectuées par Dr Luc Vallières. J’ai 

développé et réalisé toutes les expériences avec l’assistance des Drs Aline Dumas et Alexandre Patenaude. 

La rédaction du manuscrit, l’analyse statistique et la création des figures ont été exécutées par moi. Dr Luc 

Vallières a par la suite corrigé et amélioré le manuscrit. 
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2.2 Résumé 

Problématique: L’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) est un modèle de maladies 

inflammatoires démyélinisantes médié par différents types de leucocytes. Les mécanismes de communication 

de ces cellules durant les attaques auto-immunes ne sont pas complètement élucidés. Cette étude vise à 

déterminer le patron d’expression et le rôle de différentes composantes de la voie de signalisation de l’IL-36 

(IL-36α, IL36β, IL-36γ, IL-36R) dans l’EAE. 

Méthodes: L’EAE a été induite par 1) immunisation active avec le peptide de myéline, 2) transfert adoptif des 

cellules T myéline-réactives ou 3) injection de la PTX aux souris transgéniques 2D2. Les molécules d’intérêt 

ont été analysées en combinant plusieurs techniques, telles que qRT-PCR, cytométrie en flux, 

immunobuvardage de type Western, hybridation in situ et immunohistochimie. Les cellules microgliales ont été 

traitées avec l’IL-36γ recombinante et analysées en utilisant des puces à ADN. Différentes souches de souris 

ont été testées pour l’évaluation clinique et l’analyse en cytométrie en flux dans le but de comparer leur 

susceptibilité à développer l’EAE. 

Résultats: Nos observations indiquent que l’IL-36γ et son récepteur IL-36R sont fortement exprimés dans le 

tissu nerveux et hématopoïétique dans différentes formes d’EAE. L’IL-36γ est spécifiquement exprimée par les 

neutrophiles, tandis que l’IL-36R est exprimé par une multitude de cellules immunes, incluant la microglie et 

d’autres cellules myéloïdes. En culture, la microglie répond à l’IL-36γ recombinante induisant des molécules 

impliquées dans le recrutement des neutrophiles, comme le Csf3 (G-CSF), IL-1β et Cxcl2. Cependant, les 

souris déficientes en IL-36γ ou IL-36R développent des signes cliniques et histopathologiques d’EAE de façon 

similaire aux souris contrôles sauvages. 

Conclusion: Cette étude identifie IL-36γ comme étant une cytokine spécifique aux neutrophiles qui peut 

activer la microglie, mais n’a qu’une expression corrélative dans l’EAE et ne contribue pas à sa pathogenèse. 
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2.3 Interleukin-36γ is expressed by neutrophils and can activate 

microglia, but has no role in experimental autoimmune 

encephalomyelitis 
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2.4 Abstract 

Background: Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is a model of inflammatory demyelinating 

diseases mediated by different types of leukocytes. How these cells communicate with each other to 

orchestrate autoimmune attacks is not fully understood, especially in the case of neutrophils, whose 

importance in EAE is newly established. The present study aimed to determine the expression pattern and role 

of different components of the IL-36 signaling pathway (IL-36α, IL-36β, IL-36γ, IL-36R) in EAE. 

Methods: EAE was induced by either active immunization with myelin peptide, passive transfer of myelin-

reactive T cells or injection of pertussis toxin to transgenic 2D2 mice. The molecules of interest were analyzed 

using a combination of techniques, including qRT-PCR, flow cytometry, Western blotting, in situ hybridization 

and immunohistochemistry. Microglial cultures were treated with recombinant IL-36γ and analyzed using DNA 

microarrays. Different mouse strains were subjected to clinical evaluation and flow cytometric analysis in order 

to compare their susceptibility to EAE. 

Results: Our observations indicate that both IL-36γ and IL-36R are upregulated in nervous and hematopoietic 

tissues in different forms of EAE. IL-36γ is specifically expressed by neutrophils, while IL-36R is expressed by 

different immune cells, including microglia and other myeloid cells. In culture, microglia respond to 

recombinant IL-36γ by expressing molecules involved in neutrophil recruitment, such as Csf3, IL-1β and 

Cxcl2. However, mice deficient in either IL-36γ or IL-36R develop similar clinical and histopathological signs of 

EAE compared to wild-type controls.  

Conclusion: This study identifies IL-36γ as a neutrophil-related cytokine that can potentially activate microglia, 

but that is only correlative and not contributory in EAE. 
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2.5 Background 

EAE is an inflammatory demyelinating disease of the central nervous system (CNS) that can be induced in 

animals to model immunological processes involved in human diseases such as multiple sclerosis, 

neuromyelitis optica and acute disseminated encephalomyelitis. EAE is initiated by CD4+ T helper 

lymphocytes of the Th1 or Th17 subset that recognize myelin peptides through their T cell receptors [1]. These 

cells do not act alone, but in concert with different myeloid cells, including monocyte-derived CD11c+ dendritic 

cells [2-5], which activate them by presenting the myelin peptides together with costimulatory signals [6-12], 

and monocyte-derived macrophages [2,4,13,14], which execute effector functions leading to demyelination 

[15]. In addition, recent studies have established that neutrophils importantly contribute to EAE [16-19], 

although their precise role is still unclear. 

To coordinate their actions, immune cells must communicate with each other through chemical messengers 

such as interleukins, chemokines and growth factors. Many of these molecules have been studied in the 

context of EAE in the hope of identifying potential therapeutic targets. For example: GM-CSF derives from T 

cells and promotes dendritic cell recruitment [20,21]; IL-12 and IL-23 are secreted by dendritic cells to sustain 

T cell activation [22]; and IL-1β is released from different myeloid cells to induce inflammatory responses [23]. 

However, no neutrophil-specific cytokine has been identified to date. 

Following a study conducted to clarify the mechanism underlying the adjuvant effect of pertussis toxin (PTX) in 

EAE [24], we compared the transcriptional profiles of peritoneal leukocytes isolated from mice injected or not 

with PTX using DNA microarrays (unpublished data). Among the most upregulated genes was IL-36γ (also 

called IL1F9), a newly characterized cytokine of the IL-1 family [25]. The IL-36−IL-36R signaling pathway 

comprises three agonists (IL-36α, IL-36β, IL-36γ), two antagonists (IL-36RA, IL-38), one specific receptor 

subunit (IL-36R) and one accessory receptor subunit (IL-1RAcP) that is shared with the classical interleukin-1 

receptor (IL-1R). The IL-36 proteins exhibit a typical β-trefoil structure [26] whose activity is enhanced by N-

terminal truncation [27]. 

In the CNS, the expression of IL-36γ has never been studied, but that of IL-36R has been reported under 

normal conditions in non-neuronal elements such as the meninges, choroid plexus and perivascular cells [28]. 

In the periphery, IL-36γ expression is constitutive in epithelial cell lines and inducible in myeloid cells 

(monocytes, macrophages, dendritic cells) by inflammatory mediators (e.g., IL-1β, TNF, IL-17, IL-23, TLR 

ligands) [29-37]. IL-36R is found on keratinocytes, splenic CD4+ T cells and different myeloid cells [38-40]. 

IL-36γ promotes not only inflammation, but also dendritic cell maturation and ability to generate a Th1 

response. Indeed, recombinant IL-36γ induces cytokines and chemokines (e.g. IL-6, IL-8, Csf2, Csf3, Cxcl1, 
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Ccl20) when injected into epithelial tissues, resulting in neutrophil and T cell infiltration [31,40-42]. 

Furthermore, IL-36γ stimulates dendritic cells to produce inflammatory mediators (e.g. IL-6, IL-1β, IL-12p40, 

IL-12p35, IL-23p19, Cox-2, Cxcl1, Csf2) and cell surface receptors involved in antigen presentation (e.g. 

MHCII, CD80, CD83, CD86) [38-40]. IL-36γ can also induce CD4+ T cells to adopt an inflammatory IFNγ+ Th1 

profile even in the absence of antigen-presenting cells, indicating that it can directly signal through IL-36R on T 

cells [38]. Consistently, the IL-36−IL-36R axis was found to be involved in psoriasis [29,32,34,43-50], but the 

possibility that it also contributes to other T cell-driven autoimmune diseases such as multiple sclerosis 

remains to be determined. 

The goal of the present study was to test the hypothesis that myeloid cells produces IL-36γ during EAE to 

promote inflammatory Th1/Th17 responses towards myelin. The findings presented below demonstrate that IL-

36γ is specifically and strongly expressed by neutrophils in both CNS and hematopoietic compartments during 

certain forms of EAE and that microglia can react to IL-36γ by releasing neutrophil-related cytokines; however, 

IL-36γ does not influence the clinical and histopathological signs of EAE. 

 

 

2.6 Methods 

2.6.1 Animals 

C57BL/6 mice were obtained from The Jackson Laboratory. Colonies of IL-36γ–/–, IL-36R–/– and 2D2 mice 

(C57BL/6 background) were generated from breeders provided by the Mutant Mouse Regional Resource 

Center, Amgen or The Jackson Laboratory, respectively. The genotypes were confirmed by PCR using the 

primers listed in Supplementary Table 2-1. The experiments were performed on male mice aged 8-10 weeks 

under specific pathogen-free conditions with the approval of the Laval University Animal Protection Committee. 

 

2.6.2 EAE induction by active immunization 

Mice were subcutaneously injected into both flanks with a total of 200 µl of emulsion containing 300 µg of 

MOG35-55 peptide (Feldan) dissolved in saline and mixed with an equal volume of complete Freund's adjuvant 

containing 500 µg of killed Mycobacterium tuberculosis H37 RA (Difco Laboratories). They were also injected 

intraperitoneally with 20 µg/kg of PTX (List Biological Laboratories) immediately and 2 days after 

immunization. 
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2.6.3 EAE induction by adoptive transfer 

Mice were intraperitoneally injected with 20 × 106 encephalitogenic cells. These were isolated from abdominal 

lymph nodes and spleens of mice killed 8 days after active EAE induction, and then cultured for 2 days in 

DMEM with MOG35-55 peptide (15 µg/ml), murine IL-12 (5 ng/ml, R&D Systems), murine IL-23 (20 ng/ml, R&D 

Systems), heat-inactivated HyClone bovine growth serum (10%, Thermo Scientific), modified Eagle's medium 

nonessential amino acids (1%, Wisent), penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 µg/ml) and amphotericin B 

(250 ng/ml). 

 

2.6.4 EAE induction in 2D2 mice 

2D2 mice received 2 intraperitoneal injections of PTX (20 µg/kg) at a 2-day interval. 

 

2.6.5 Evaluation of EAE symptoms 

Mice were weighed and scored daily as follows: 0, no visual sign of disease; 0.5, partial tail paralysis; 1, 

complete tail paralysis; 1.5, weakness in one hindlimb; 2, weakness in both hindlimbs; 2.5, partial hindlimb 

paralysis; 3, complete hindlimb paralysis; 3.5, partial forelimb paralysis; 4, complete forelimb paralysis; 5, dead 

or killed for humane reasons. 

 

2.6.6 Cell suspension and flow cytometry 

Mice were anesthetized and exsanguinated by cardiac perfusion with saline. Spinal cords were harvested, 

minced with razor blades in Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS, with Ca2+ and Mg2+), digested for 45 

min at 37°C in DPBS containing 0.13 U/ml Liberase TM (Roche Diagnostics) and 50 U/ml DNase I (Sigma-

Aldrich), filtered through 40-µm cell strainers, then separated from myelin debris by centrifugation in 35% 

Percoll (GE Healthcare). Spleens were mashed through 40-µm cell strainers and treated with Ammonium 

chloride solution (Stemcell Technologies) to remove residual erythrocytes. For immunostaining, cells were 

incubated sequentially with rat anti-CD16/CD32 antibody (5 µg/ml, BD Biosciences, clone 2.4G2) and Fixable 

viability dye eFluor 506 (1:1000, eBioscience) for 5 min, with anti-IL-36R antibody (Abcam #ab171844 or R&D 

Systems #AF2354) for 30 min, and with combinations of the following antibodies for 30 min: rat anti-CD45-

FITC (BD Biosciences, clone 30-F11), rat anti-CD11b-V450 (BD Biosciences, clone M1/70), rat anti-Ly6G-

APC-Cy7 (Biolegend, clone 1A8), rat anti-CD3ε-PE (BD Biosciences, clone 145-2C11), rat anti-CD19-PerCP-

Cy5.5, (BD Biosciences, clone 1D3), rat anti-CD11c-Alexa 647 (Biolegend, clone N418) and goat anti-rabbit 
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IgG-Alexa 594 (Invitrogen, Cat No A11072). The latter antibodies were diluted at 1:200, except anti-CD45-

FITC, which was diluted at 1:100. Isotype control antibodies and fluorescence-minus-one controls were used 

for gating. Cells were washed and resuspended in PBS before being analyzed with a FACSAria II flow 

cytometer (BD Biosciences). All the analyses were performed by excluding dead cells and doublets using 

FlowJo software (Tree Star, version 10.0.7r2). 

 

2.6.7 Western blotting 

Ly6G+ neutrophils, isolated by flow cytometry, were homogenized in extraction buffer (50 mM Tris-HCl at pH 

7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid, 1 mM ethylene glycol tetraacetic 

acid, 2 mM Na pyrophosphate, 10 mM Na β-glycerophosphate, 1 mM Na orthovanadate, 1 mM 

phenylmethanesulfonylfluoride, 1× protease and phosphatase inhibitor cocktail [Sigma]). The protein samples 

(50 µg) were resolved in a 12% SDS-PAGE Mini-Protean Precast gel (Bio-Rad) and transferred to a 

polyvinylidene difluoride membrane (Perkin Elmer). The membrane was blocked in PBS containing 0.1% 

Tween 20 and 7% non-fat milk, and then incubated at 4°C overnight with an antibody against IL-36γ (1:200, 

Santa Cruz, sc-168163) or β-actin (1:50000, Abcam, mab150), followed by 1 h at room temperature in the 

appropriate secondary horseradish peroxidase-conjugated antibody (Cell Signaling Technology). The 

antibodies were detected using the Western Lightning Plus-ECL chemiluminescence substrat (Perkin Elmer). 

 

2.6.8 Immunostaining 

Immunostaining was performed as described previously [51] using the following primary antibodies: rat anti-

CD3 (1:500, BD Biosciences, clone 17A2), rat anti-Ly6G (1:5000, BD Biosciences, clone 1A8). 

 

2.6.9 In situ hybridization 

Spinal cord sections were analyzed for IL-36γ and IL-36R mRNAs by radioisotopic in situ hybridization as 

described previously [52]. 

 

2.6.10 Microscopy 

Micrographs were taken using a Retiga EX camera on a Nikon E800 microscope. Images were adjusted for 

contrast, brightness and sharpness using Photoshop 12 (Adobe Systems). 
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2.6.11 Microglial cell isolation and culture 

Primary microglia were isolated from newborn mice (1-day-old or less). The brains were minced with razor 

blades in DPBS and passed 4 times through a 20-G needle. After centrifugation (1,500 rpm), the pellets were 

resuspended and incubated at 37°C for 15 min in DPBS containing 0.25% trypsin-EDTA (Wisent) and 50 U/ml 

DNase I. Cells were plated in T-25 flasks (~3 brains/flask) and grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(Wisent) supplemented with 10% heat-inactivated HyClone bovine growth serum, with medium changed every 

2 days. After 2 weeks, microglia were separated from other glial cells as described previously [53]. Briefly, they 

were incubated with 0.05% trypsin in DMEM at 37°C for 30-45 min, rinsed with PBS to remove contaminating 

non-adherent cells, then grown in a 1:1 mixture of fresh media and conditioned media from mixed glial cultures 

(2-3 days). Microglial purity was >99%, as determined by flow cytometry using the myeloid cell marker CD11b. 

For experimentation, primary microglia were seeded in 12-well plates and used at ~70% confluence (after 5-7 

days). BV2 microglia were seeded in 12-well plates at a density of 500,000 cells and used on the next day. 

Cells were stimulated with 100 ng/ml recombinant mouse IL-36γ (amino acids 13-164, R&D Systems) or PBS 

as control. After 6 h, cells were rinsed with PBS, resuspended in lysis buffer and stored at −80°C until RNA 

extraction. 

 

2.6.12 RNA extraction and qRT-PCR 

Total RNA from tissues and cells was isolated by homogenization in TRI-reagent or lysis buffer (Sigma-

Aldrich), respectively. GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) was used for RNA 

purification. First strand cDNA was generated from 5 (tissues) or 1 (cells) µg of total RNA using Superscript III 

(Invitrogen) with random hexamers and 20-mer oligo-dT primers, then purified using the GenElute PCR Clean-

Up Kit (Sigma-Aldrich). The product (20 ng) was analyzed using the LightCycler 480 system with the SYBR 

Green I Master mix and primers listed in Supplementary Table 2-2 according to the manufacturer’s 

instructions (Applied Biosystems). The PCR conditions consisted of 45 cycles of denaturation (10 s at 95°C), 

annealing (10 s at 60°C), elongation (14 s at 72°C) and reading (5 s at 74°C). The number of mRNA copies 

was determined using the second derivative method [54]. 

 

2.6.13 Statistical analyses 

Data are expressed as mean ± standard error. Means were compared using the Wilcoxon or Kruskal-Wallis 

test, except for the microarray data, which were compared using the Student’s t test. EAE incidence curves 
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were constructed using the Kaplan-Meier method and compared using the Wilcoxon test. All these analyses 

were performed using JMP 10 (SAS Institute) with a significance level of 5%. 

 

2.7 Results 

2.7.1 Neutrophils express IL-36γ in the CNS and hematopoietic tissues of EAE 

mice 

To compare the spatio-temporal expression patterns of IL-36R and its agonists (IL-36α, IL-36β, IL-36γ) in 

different MS models, we quantified their mRNAs by qRT-PCR in nervous and hematopoietic tissues from mice 

killed at various time points after EAE induction by either one of the following methods: 1) active immunization 

with MOG35-55 peptide in complete Freund's adjuvant (CFA) plus PTX (active EAE); 2) adoptive transfer of 

splenocytes isolated from EAE mice on day 8 and restimulated in culture for 2 days with MOG35-55 in the 

presence of IL-12 and IL-23 (passive EAE); and 3) intraperitoneal injections of PTX to 2D2 mice expressing a 

transgenic MOG-specific T cell receptor [55]. Because the latter mice develop EAE within 2 weeks at an 

incidence lower than 60% [24,55], we killed them at a single time point (day 15) and separated them into those 

that had developed EAE or not (2D2 with or without EAE). Wild-type mice injected with PBS, PTX or CFA only 

were used as controls. 

In the spinal cord, IL-36γ and IL-36R mRNAs were markedly increased in the 3 EAE models, compared to 

control mice and PTX-treated 2D2 mice without EAE (Fig. 2-1). An important difference between the active 

and passive models is that IL-36γ mRNA peaked at the latest time point examined (day 12) in the former, 

whereas it peaked at day 9 and declined thereafter in the latter. In the hematopoietic tissues (spleen, blood), 

IL-36γ mRNA was increased in active EAE and, to a lesser extent, in response to PTX and CFA, but not in 

passive EAE. The upregulation of IL-36γ was MOG-specific in the spleen and spinal cord, but mainly 

attributable to the adjuvants in the blood. Higher expression of IL-36γ mRNA was also found in the spleen of 

2D2 mice compared to that of wild-type mice, but there was no difference between PTX-treated 2D2 mice with 

or without EAE. IL-36R mRNA was modestly increased only in the spleen of mice with active EAE. No 

significant expression of IL-36α and IL-36β mRNAs was detected in any of the tissues and conditions 

examined (average amounts detected: <220 copies per µm of total RNA; data not shown). Together, these 

results suggest that IL-36γ is the primary IL-36R agonist that is upregulated during EAE in both CNS and 

hematopoietic tissues, where its receptor can also be expressed. 

To identify the cell types expressing IL-36γ and IL-36R, we first quantified their mRNAs by qRT-PCR in 

different leukocytes purified from the spleen or spinal cord of mice with active EAE (day 12) by flow cytometry 
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on the basis of established cell-specific markers. In both tissues, IL-36γ mRNA was detected at high levels 

only in Ly6G+ neutrophils, whereas IL-36R was detected in different cells, especially those of the myeloid 

lineage (Fig. 2-2a). Second, the expression of IL-36γ was confirmed at the protein level by Western blotting 

using FACS-purified splenic neutrophils (note that it was not possible to include neutrophils from spinal cords, 

because they were less abundant and yielded not enough proteins). A specific band for IL-36γ was detected at 

the predicted molecular weight of ~22 kDa in neutrophils from IL-36γ+/+ mice, but not from IL-36γ
−/− mice (Fig. 

2-2b). We also attempted to confirm the expression of IL-36R by flow cytometry using 2 different antibodies, 

but none of them provided reliable results, as the labeling was comparable between IL-36R+/+ and IL-36R−/− 

neutrophils and was therefore non-specific (data not shown). Third, we examined the distribution of IL-36γ 

mRNA in spinal cord sections from EAE and naïve mice by radioisotopic in situ hybridization. Some of these 

sections were also immunostained for Ly6G or the macrophage/microglia marker Iba1. Both transcripts were 

strongly expressed in EAE mice in areas near the meninges, but were not detectable in naïve mice (Fig. 2-2c). 

IL-36γ mRNA was co-localized with Ly6G+ cells, while IL-36R mRNA was reliably co-localized only with Iba1+ 

cells (Fig. 2-2d), although we could not exclude its presence in other cell types. These results led us to 

conclude that neutrophils can produce IL-36γ during EAE in both CNS and peripheral compartments, 

potentially to communicate with microglia and other myeloid cells. 

 

2.7.2 Microglia respond to IL-36γ by expressing inflammatory genes 

To demonstrate that microglia are adequately equipped to respond to IL-36γ, we first compared the 

transcriptional profiles of BV2 microglial cells treated or not for 6 h with recombinant IL-36γ using Affymetrix 

DNA microarrays. The dose used (100 ng/ml) was chosen because it was previously reported to be optimal for 

stimulating IL-6 secretion from cultured dendritic cells [38]. Twenty-two genes were found to be upregulated 

≥ 2 times with a hybridization signal ≥ 100 (Supplementary Table 2-3 and Fig. 2-3a). The 3 most upregulated 

genes coded for Csf3, IL-1β and Cxcl2, which are well known to be involved in neutrophil biology [56]. 

Quantitative PCR analysis confirmed that these 3 genes were strongly upregulated in BV2 cells by IL-36γ (Fig. 

2-3b). To validate these results, we repeated the experiment with primary microglia collected from IL-36R+/+ 

and IL-36R−/− mice. As expected, upregulation of Csf3, IL-1β and Cxcl2 were observed in IL-36R+/+ microglia 

following IL-36γ exposure, but not in IL-36R−/− microglia (Fig. 2-3c). The latter cells were not devoid of the 

ability to express these genes, because they expressed them at the same levels as IL-36R+/+ microglia when 

stimulated with lipopolysaccharide (10 ng/ml; data not shown). Altogether, these results indicate that microglia 

have the potential to respond to IL-36γ, at least ex vivo. 
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2.7.3 The IL-36γ−IL-36R axis does not influence the course of active EAE 

As IL-36γ and IL-36R are strongly and chronically expressed in active EAE (Fig. 2-1 and 2-2) and as the 

resident macrophages of the CNS can potentially respond to IL-36γ (Fig. 2-3), we hypothesized that the loss 

of these proteins would have an impact on the clinical course of active EAE. To address this possibility, we 

induced the disease in mice deficient or not in either IL-36γ or IL-36R and then scored their symptoms daily for 

21 days. As shown in Figure 2-4, the incidence, onset and severity of EAE were similar between the 

knockouts and their wild-type controls. To examine whether the genetic deletions had influenced the nature of 

the immune cells infiltrating the CNS, we killed all of the mice on day 21 and prepared single-cell suspensions 

from their spinal cords for flow cytometric analysis. Consistently with the behavioral observations, no 

intergenotype difference was observed in the number of microglia, macrophages, dendritic cells, neutrophils as 

well as of T and B cells (Fig. 2-5). Therefore, these results demonstrate that the IL-36γ-IL-36R axis does not 

play a significant role in the autoimmune response involved in active EAE. 

 

2.8 Discussion 

As observed in other immunological diseases such as psoriasis [29,32,34,57,58], the present study shows that 

IL-36γ and IL-36R are upregulated in 3 models of EAE. It also shows that IL-36γ derives from neutrophils and 

can stimulate microglia to produce neutrophil-stimulating cytokines, which is consistent with previous studies 

showing that IL-36γ induces both the production of such cytokines in other myeloid cells residing outside the 

CNS [31,38,40-42] and the recruitment of neutrophils [42]. Despite these observations, we demonstrate that 

neither IL-36γ nor IL-36R plays a significant role in EAE, similarly to what was reported in murine models of 

arthritis [59,60] and mycobacterial infection [61]. 

The main question that arises is why IL-36γ is expressed, but does not play a role in certain conditions. One 

hypothesis is that IL-36γ, like other members of the IL-1 family, requires a second signal to be processed, 

activated and secreted. This signal would be present in psoriasis, but not in EAE and arthritis models. In 

support of this, it has been shown that IL-36γ requires N-terminal truncation to be fully active [27]. However, it 

is unknown whether this truncation occurs in vivo and what would be the protease involved. Our work shows, 

for the first time to our knowledge, that the full-length IL-36γ protein (193 amino acids, 22 kDa) is detectable in 

vivo (i.e. in neutrophils from EAE mice). As the truncated form is not detectable in the same conditions, it is 

likely that IL-36γ remains stored under a pro-form in the cytoplasm of neutrophils during EAE. A second (non 

exclusive) hypothesis is that neutrophils release IL-36γ during a cell death process such as NETosis, which 

occurs in psoriasis [62], but not likely in EAE. This possibility that IL-36γ acts as an alarmin (i.e. an 

endogenous molecule that signals tissue and cell damage) is so far only supported by the observation that the 
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TLR3 agonist polyinosinic-polycytidylic acid concomitantly induces cell death and IL-36γ release in 

keratinocyte cultures [35]. Finally, a third hypothesis is that the CNS, an immunoprivileged site, has a higher 

activation threshold to IL-36γ due to a combination of mechanisms (e.g. via the secretion of IL-36 antagonists 

and the generation of intracellular signaling inhibitors such as SIGIRR [63]). 

A positive aspect of this study is that we have identified microglia as a potential target of IL-36γ. This suggests 

that IL-36γ could contribute to neuroinflammation, perhaps by promoting neutrophil recruitment, in certain 

conditions that remain to be determined. Another positive aspect is that we have identified neutrophils as a 

major and exclusive source of IL-36γ in nervous and hematopoietic tissues (i.e. brain, spinal cord, spleen, 

blood). According to previous studies, keratinocytes and other epithelial cells can also produce IL-36γ in 

culture [30-34,64], but, to our knowledge, this remains to be confirmed in vivo. Therefore, it will be important in 

the future to determine whether neutrophils are a predominant source of IL-36γ in epithelial inflammatory 

diseases (e.g. psoriasis, asthma) as they are in EAE. 

In conclusion, this study demonstrates that components of the IL-36 signaling pathway are strongly expressed 

in EAE, but that they do not contribute to this pathology. Furthermore, by revealing that IL-36γ is a neutrophil-

specific marker in different tissues and that microglia have the potential to response to this cytokine, this study 

opens up new research avenues for elucidating the biological function of IL-36γ and its clinical significance. 
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2.3.10 Figures 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-1. IL-36γ and IL-36R are transcriptionally upregulated in 3 EAE models. 

Quantification of the mRNAs encoding IL-36γ and IL-36R by qRT-PCR in different tissues from mice killed at 

the indicated time points after induction of EAE by either active immunization with MOG peptide, passive 

transfer of encephalitogenic T cells or injection of PTX to 2D2 mice. Control non-transgenic mice were injected 

with PBS, PTX or CFA only. Stars indicate significant differences from the PBS group only (✧) or all the 

corresponding control groups (✦), as determined by Wilcoxon tests (P ≤ 0.038). Sample size: 11-13 (PBS), 5-

13 (PTX), 4-8 (CFA), 7-8 (active EAE), 5-8 (passive EAE), 6 (2D2 with EAE) or 5 (2D2 without [w/o] EAE). 
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Figure 2-2. IL-36γ is selectively expressed by neutrophils, while IL-36R is 

expressed by different leukocytes such as monocytic cells. 

a, Quantification of IL-36γ or IL36R mRNA by qRT-PCR in different cells purified from the spinal cord or spleen 

of EAE mice by FACS using the following gating strategies: neutrophils, Ly6G+CD11b+CD45+CD3−CD19−; 

microglia, CD11b+CD45lowLy6G−CD3−CD19−; monocyte-derived cells (MDC; comprising macrophages and 

CD11c+ dendritic cells), CD11b+CD45+CD11c+/−Ly6G−CD3−CD19−; other intraspinal leukocytes, 

CD45+CD3+/−CD19+/−CD11b−Ly6G−CD11c−; B cells, CD19+CD45+CD11b−Ly6G−CD3−; splenic macrophages, 

CD11b+CD45+CD11c−Ly6G−CD3−CD19−; other splenic leukocytes, 

CD45+CD3+/−CD11b+/−CD11c+/−Ly6G−CD19−. Sample size: spinal cord, one pooled sample of sorted cells 

from 4 mice; spleen, 5 non-pooled samples from individual mice.  

b, Western blotting showing the full-length form of IL-36γ (~22 kDa) in splenic neutrophils from a wild-type 

EAE mouse (IL-36γ+/+), but not from an IL-36γ-deficient EAE mouse (IL-36γ
−/−). Data are representative of at 

least 4 mice per group. The recombinant (truncated) form of IL-36γ was used as a control (right lane). β-actin 

(lower panels) was used to control for protein loading. Asterisks indicate non-specific bands.  
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c, Autoradiograms showing in situ hybridization signals (arrows) for IL-36γ or IL-36R mRNA in the spinal cord 

of mice killed on day 12 after active EAE induction, but not in naïve mice. Note the submeningeal distribution 

of the signals (representative of at least 5 mice). Scale bar = 500 μm.  

d, Double labeling for IL-36γ or IL-36R mRNA (black grains, in situ hybridization) and cell type-specific 

markers (red-brown, immunohistochemistry) in CNS sections from EAE mice. Arrows show examples of 

double-labeled cells. Scale bar = 20 μm. 
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Figure 2-3. IL-36γ stimulates the expression of inflammatory genes in microglial 

cultures. 

a, Genes that were up-regulated ≥ 2.5 times in BV2 microglia treated for 6 h with recombinant IL-36γ (100 

ng/ml) compared to PBS, as determined using Affymetrix DNA microarrays (Student’s t test, P < 0.04).  

b, c, Quantitative PCR analysis confirming that Csf3, IL-1β and Cxcl2 mRNAs were upregulated by IL-36γ in 

BV2 cells (b) and primary microglia from IL-36R+/+ mice (c) (Wilcoxon test, P < 0.005). Note in c the absence of 

upregulation in primary microglia from IL-36R−/− mice, confirming the specificity of the results. 
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Figure 2-4. Neither IL-36γ nor IL-36R is required for EAE development. 

a, Kaplan-Meier curves showing EAE incidence in mice expressing (black squares) or lacking (white squares) 

IL-36γ (upper graph) or IL-36R (bottom graph) after immunization with MOG. The graphs include all the mice 

tested. No significant intergenotype difference was detected (Wilcoxon tests, P ≥ 0.41). Sample size: 20 (IL-

36γ+/+), 20 (IL-36γ
−/−), 6 (IL-36R+/+) or 6 (IL-36R−/−).  

b, EAE severity in mice expressing (black squares) or lacking (white squares) IL-36γ (upper graph) or IL-36R 

(bottom graph). The graphs include only mice that had developed clinical signs of EAE at the end of the study 

(i.e. 21 days). No significant intergenotype difference was detected (Wilcoxon tests, P ≥ 0.12). Sample size: 17 

(IL-36γ+/+), 17 (IL-36γ
−/−), 5 (IL-36R+/+) or 5 (IL-36R−/−).  

c, Additional statistics for EAE in mice expressing (+/+) or not (−/−) IL-36γ or IL-36R. No significant 

intergenotype difference was detected in any of these parameters (Wilcoxon tests, P ≥ 0.34). Sample size: 20 

(IL-36γ+/+), 20 (IL-36γ
−/−), 6 (IL-36R+/+) or 6 (IL-36R−/−). 
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Figure 2-5. No difference in leukocyte recruitment in the spinal cord of EAE mice 

expressing or not IL-36γ or IL-36R. 

a, Gating strategy used for flow cytometric analysis. Dead cells and doublets were excluded. The data shown 

are from a representative wild-type EAE mouse.  

b, c, Counts of immune cells in the spinal cord of IL-36γ−/−, IL-36R−/− or wild-type mice killed 21 days after 

immunization with MOG peptide. The counts were normalized to CD45− cells used as an internal control. 

When the cells were collected, the animals had clinical scores ranging from 0.5 to 3. No significant difference 

was found between the genotypes (Wilcoxon tests, P ≥ 0.07). Sample size: 6 (b) or 9 (c) mice per group. 
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2.3.11 Supplementary files 

 

 

 

Supplementary Table 2-1. Primers used for genotyping. 
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Supplementary Table 2-2. Primers used for qRT-PCR. 
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Supplementary Table 2-3. Genes that were up-regulated ≥ 2 times in BV2 

microglial cells cultured for 6h with recombinant IL-36γ (100 ng/ml), as determined 

using Affymetrix DNA microarrays. 
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Chapitre 3: La déficience en GPR84 réduit la 

microgliose, mais accélère la dégénération 

dendritique et le déclin cognitif dans un modèle 

murin de la maladie d’Alzheimer 

 

 

 

3.1 Notes introductives et contributions 

L’objectif de ce projet de recherche était d’évaluer le rôle du GPR84 dans le développement de la MA. Je suis 

deuxième auteure de cette étude qui a été publiée dans le journal Brain, Behaviour and Immunity et peut être 

retrouvée sous le lien suivant: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889159115000136. 

La conceptualisation et la demande de financement du projet ont été effectuées par Dr Luc Vallières. Ce projet 

a été initié avant mon arrivée au laboratoire par Dre Julie Audoy-Rémus. Elle s’est chargée du sacrifice, de la 

perfusion et de la coupe des cerveaux, ainsi que des résultats des Figures 3-1a-d, f-h, 3-3, 3-4. Dr Mohammed 

Filali a effectué tous les tests de comportement des souris (Figure 3-2). Dre Marie-Eve Tremblay et Cynthia 

Lecours ont fourni les résultats de microscopie électronique (Figure 3-5). De mon côté, j’ai produit les résultats 

des Figures 3-1e, 3-6. La rédaction du manuscrit, l’analyse statistique et la création des figures ont été 

exécutées par Dre Julie Audoy-Rémus et moi-même. Dr Luc Vallières a par la suite corrigé et amélioré le 

manuscrit. 
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3.2 Résumé 

Dans les cerveaux des patients atteints de la MA, la microglie entoure les plaques d’Aβ, cependant son rôle 

reste encore controversé. Sous conditions inflammatoires, la microglie peut exprimer GPR84, un récepteur 

orphelin dont l’importance pathophysiologique reste inconnue. Dans cette étude, on rapporte que GPR84 est 

surexprimé par la microglie des souris transgéniques APP/PS1, un modèle de la MA. Les souris APP/PS1 

déficientes en GPR84 démontrent un déclin cognitif accéléré ainsi qu’un nombre réduit de microglie, surtout 

autour des plaques d’Aβ. L’absence de GPR84 n’affecte pas la formation de ces plaques ni la neurogenèse 

hippocampale, mais facilite la dégénération dendritique. De plus, GPR84 n’influence pas la progression 

clinique d’autres maladies dans lesquelles son expression a été rapportée, i.e., l’encéphalomyélite auto-

immune expérimentale (EAE) et l’endotoxémie. On conclut que le GPR84 joue un rôle bénéfique dans la 

pathologie d’amyloïde-β en régulant le recrutement de la microglie, une réponse affectant la dégénération 

dendritique et essentielle pour la prévention du déclin cognitif. 
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3.3 GPR84 deficiency reduces microgliosis, but accelerates 

dendritic degeneration and cognitive decline in a mouse model of 

Alzheimer’s disease 
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3.4 Abstract 

Microglia surround the amyloid plaques that form in the brains of patients with Alzheimer’s disease (AD), but 

their role is controversial. Under inflammatory conditions, these cells can express GPR84, an orphan receptor 

whose pathophysiological role is unknown. Here, we report that GPR84 is upregulated in microglia of 

APP/PS1 transgenic mice, a model of AD. Without GPR84, these mice display both accelerated cognitive 

decline and a reduced number of microglia, especially in areas surrounding plaques. The lack of GPR84 

affects neither plaque formation nor hippocampal neurogenesis, but promotes dendritic degeneration. 

Furthermore, GPR84 does not influence the clinical progression of other diseases in which its expression has 

been reported, i.e., experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) and endotoxic shock. We conclude 

that GPR84 plays a beneficial role in amyloid pathology by acting as a sensor for a yet unknown ligand that 

promotes microglia recruitment, a response affecting dendritic degeneration and required to prevent further 

cognitive decline. 
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3.5 Introduction 

The amyloid cascade hypothesis states that altered processing of amyloid precursor protein lead to the 

release of β-amyloid peptides (e.g., Aβ42), which initiate the pathological process underlying AD (Tanzi and 

Bertram, 2005). These peptides can aggregate into soluble oligomers and then into insoluble fibrils that 

accumulate to form macroscopic amyloid plaques. Whether all of these forms are toxic and how they cause 

toxicity are questions that are still debated. A prevailing view is that the oligomers, more toxic than the fibrils, 

bind to and alter the function of certain membrane proteins, resulting in synaptic dysfunction, dendritic 

degeneration and neuronal death (Benilova et al., 2012). 

Any brain damage, including that caused by β-amyloid, triggers activation of microglia, the resident immune 

cells of the CNS. These cells cluster around amyloid plaques, in which they extend cytoplasmic processes 

(Combs, 2009). The significance of this response is controversial, but one possibility is that microglia exert an 

overall beneficial effect, as suggested by behavioral studies showing that microglia depletion or genetic 

deletions affecting microglia accelerate cognitive decline in a model of AD (i.e., the APP/PS1 transgenic 

mouse) (Simard et al., 2006; Naert and Rivest, 2011; Song et al., 2011). However, this effect does not seem to 

be related to the ability of microglia to eliminate parenchymal amyloid plaques, as the latter were not affected 

(Grathwohl et al., 2009; Mildner et al., 2011) or only modestly (Simard et al., 2006; Tahara et al., 2006; Naert 

and Rivest, 2011; Song et al., 2011) in the above paradigms. An opposite possibility is that chronically 

activated microglia exert deleterious effects, for example, by phagocytosing neuronal elements and producing 

potentially neurotoxic molecules such as TNF (Tan et al., 1999; Tan et al., 2002; Fuhrmann et al., 2010; Lee et 

al., 2010; Weitz and Town, 2012). Further studies on the molecular mediators responsible for such effects are 

required to clarify the seemingly dichotomous roles of microglia in AD. 

Activated microglia express GPR84, a seven-transmembrane domain receptor of the rhodopsin superfamily 

that shows limited similarity to other known receptors (Fredriksson et al., 2003; Foord et al., 2005). In the CNS, 

GPR84 expression is restricted to microglia and observed in different pathological conditions, including EAE, 

endotoxemia, cuprizone-induced demyelination and axotomy (Bedard et al., 2007; Bouchard et al., 2007; 

Gamo et al., 2008). In the periphery, GPR84 is mainly expressed by cells of the myeloid lineage, such as 

monocytes, macrophages and neutrophils (Yousefi et al., 2001; Wang et al., 2006; Suzuki et al., 2013). In vitro 

studies have revealed that GPR84 signals through a Gi/o pathway in response to hydroxylated (and to a lesser 

extent nonhydroxylated) medium-chain free fatty acids (FFAs) of 9 to 14 carbons in length (Wang et al., 2006; 

Suzuki et al., 2013). These can induce chemotaxis and amplify lipopolysaccharide (LPS)-induced cytokine 

production in myeloid cells (Wang et al., 2006; Suzuki et al., 2013). Nevertheless, the pathophysiological role 

of GPR84 and the nature of its endogenous ligand(s) remain unknown. 
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The goals of the present study were to: 1) examine the expression of GPR84 in APP/PS1 mice; and 2) 

determine its importance in this model and two others in which GPR84 expression has been reported, i.e., 

EAE and endotoxic shock (Bouchard et al., 2007). Our results reveal that GPR84 exerts no significant effect 

on the progression of the latter two diseases, but promotes microgliosis and dendritic homeostasis in APP/PS1 

mice. Therefore, this study ascribes for the first time a role to GPR84 in vivo. 

 

3.6 Materials and Methods 

3.6.1 Animals 

GPR84-deficient mice were obtained from DeltaOne (Deltagen) and bred with C57BL/6J mice (Jackson 

Laboratory) for at least 5 generations. These mice are reported to be indistinguishable from wild-type 

littermates under normal conditions (Venkataraman and Kuo, 2005). APP/PS1 transgenic mice (Borchelt et al., 

1997b) (Jackson Laboratory, B6C3-Tg(APP695)3Dbo Tg(PSEN1)5Dbo/J) expressing a chimeric amyloid 

precursor protein (APPSwe) and human presenilin 1 (A246E variant) under the control of the mouse prion 

protein promoter were bred with GPR84-deficient mice for at least 3 generations. The genotypes were 

confirmed by PCR as recommended by the providers (primers used: GPR84, 5’-acagctcagatgccaacttctcctg-3’, 

5’-tcctagagcaatgagacagagggtg-3' and 5’-gacgagttcttctgaggggatcgatc-3'; APP, 5’-gactgaccactcgaccaggttctg-3' 

and 5’-cttgtaagttggattctcatatccg-3'; PS1, 5’-aatagagaacggcaggagca-3' and 5’-gccatgagggcactaatcat-3'). The 

experiments were performed with the approval of our institutional animal ethics committee. Sex-matched and 

age-matched wild-type littermates were used as controls. EAE and LPS-treated mice were 2 months of age, 

whereas APP/PS1 mice were tested at 2-12 months of age. 

 

3.6.2 EAE induction and clinical evaluation 

Mice were subcutaneously injected into both flanks with a total of 200 µl of emulsion containing 300 µg of 

myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) peptide 35-55 (AnaSpec) dissolved in saline and mixed with an 

equal volume of complete Freund's adjuvant containing 500 µg of killed Mycobacterium tuberculosis H37 RA 

(Difco Laboratories). The mice were also injected intraperitoneally with 20 µg/kg of pertussis toxin (List 

Biological Laboratories) immediately and 2 days after immunization. The clinical signs of EAE were scored 

daily using the following scale: 0, no detectable sign; 1, tail flaccidity; 2, hindlimb weakness and poor righting 

ability; 3, hindlimb paralysis/paresis; 4, hindlimb paralysis and forelimb paraparesis; 5, dead or sacrificed for 

humane reasons. 



 

69 
 

3.6.3 LPS treatment and sickness behavior assessment 

LPS from Escherichia coli O55:B5 (Sigma-Aldrich) was dissolved in pyrogen-free saline and injected 

intraperitoneally at a dose of 1 mg/kg. At the indicated time points, the mice were placed in the stem of a T-

maze made of clear Plexiglas (stem: 64 × 12 cm; arms: 30 × 12 cm; height of the walls: 16 cm) and divided 

into thirteen segments (10 × 10 cm). The locomotor activity of the mice was evaluated by counting the number 

of rearings and segments crossed during a 4-min session. A segment was counted when crossed by the whole 

body, excluding the tail. The T-maze was cleaned after each session. 

 

3.6.4 Cognitive analysis 

The cognitive performance of APP/PS1 mice was evaluated in a T-maze (see specifications above) filled with 

water (23 ± 1°C) at a height of 12 cm and containing a platform (11 × 11 cm) submerged 1 cm beneath the 

surface at the end of one or both arms (Filali and Lalonde, 2009). A trial consisted of placing the mouse in the 

stem of the maze and allowing it to swim toward the left or right arm until it find a platform. If the platform was 

not found after 60 sec, the mouse was gently guided toward it. The mouse was allowed to rest for 20 sec on 

the platform after each trial and for 10 min in its cage after each 10-trial block. During the acquisition phase, 2 

training trials were performed with a platform placed in both arms, and then a maximum of 48 additional trials 

were performed without the platform chosen during the second training trial. The acquisition phase was 

considered completed when the mouse passed the criterion of 5 consecutive errorless trials (correct turn and 

platform found within 60 sec). Two days later, the reversal phase was conducted using the same protocol, 

except that the platform was moved to the opposite arm and that there was no training. The number of trials-

to-criterion and the time to reach the platform (escape time) were recorded. 

 

3.6.5 Immunostaining 

Immunohistochemistry was performed using rabbit anti-Iba1 (1:2000, Wako Chemicals), goat anti-doublecortin 

(DCX) (1:500, Santa Cruz Biotechnology) and rabbit anti-Ki67 (1:500, Abcam) antibodies, as described 

previously (Audoy-Remus et al., 2008). 

 

3.6.6 In situ hybridization 

Brain sections were analyzed for GPR84 mRNA by radioisotopic in situ hybridization as described previously 

(Bouchard et al., 2007). 
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3.6.7 Congo red staining 

Free-floating sections were stained for 30 min in 0.5% Congo red diluted in 50% ethanol and differentiated (5-

10 dips) in 0.01% NaOH diluted in 50% ethanol. 

 

3.6.8 Stereological analyses 

Systematically sampled sections (every 10th section) were examined in a blinded fashion using a Stereo 

Investigator system (Microbrightfield) coupled to a Nikon E800 microscope. To estimate the density of GPR84 

mRNA+ cells (in situ hybridization) and immunostained cells (Iba1, DCX), we used the fractionator or optical 

fractionator method, respectively. The areas of interest were traced and then sampled using the following 

counting parameters: distance between counting frames, 200 × 200 μm (GPR84 mRNA+ and DCX+ cells) or 

600 × 600 μm (Iba+ cells); frame size, 600 × 600 μm (GPR84 mRNA+ cells), 50 × 50 μm (DCX+ cells) or 100 × 

100 μm (Iba+ cells); frame and guard zone thickness (optical fractionator only), 10 μm and ≥ 2 μm, 

respectively. Cells were counted if their body was at least partially located within the counting frame and did 

not touch the exclusion lines. Total count was converted into cell density taking into account the counting 

parameters and section thickness. In one analysis, Iba1+ cells were counted only if the cell body contacted an 

amyloid plaque. Given its small size, the population of Ki67+ cells was estimated using a modified approach in 

which all the profiles were counted within the traced areas without using counting frames. The size of Congo 

red+ plaques was estimated according the Cavalieri method. Using a 20× Plan Apochromat objective, a point 

grid of 10 × 10 μm was overlaid on each section, and the points that fell within the region of interest were 

counted. The counts were converted to area estimates taking into account sampling frequency, magnification, 

grid size, and section thickness. Plaques counts were expressed as number per mm2. 

 

3.6.9 Electron microscopy 

Mice were anesthetized and perfused with PBS, followed by 3.5% acrolein (75 ml) and then 4% 

paraformaldehyde (150 ml) in 100 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4). The brains were postfixed in 4% 

paraformaldehyde for 1-2 h at 4°C and cut at 50 μm thickness in PBS using a vibratome. Sections containing 

the ventral part of the hippocampus or the prefrontal cortex were postfixed in 1% osmium tetroxide, dehydrated 

in ethanol and propylene oxide, embedded in Durcupan (Electron Microscopy Sciences) overnight at room 

temperature and laminated between ACLAR films (Electron Microscopy Sciences) by heating at 55°C for 48-

72 hours. Areas of the CA1 region, approximately from Bregma -3.07 to -3.51 mm according to the Paxinos 

and Franklin’s atlas (Paxinos and Franklin, 2012), or of the prefrontal cortex, approximately from Bregma 
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+2.93 to +2.45 mm, were excised from the films to prepare ultrathin sections (65-80 nm). The latter were 

examined using a Tecnai G2 Spirit BioTwin electron microscope (FEI) equipped with an Orca digital camera 

(Hamamatsu). An average of 9 sections (~60 nm thick) containing the CA1 pyramidal, radiatum and 

lacunosum-moleculare layers were examined per mouse. Pyramidal cell bodies showing signs of oxidative 

stress were observed, accompanied by degeneration of their dendrites in the radiatum and lacunosum-

moleculare layers. For quantitative analysis, series of images were randomly taken at the level of the radiatum, 

excluding dystrophic tissue with amyloid deposition, at magnifications between 1900 and 4800× to obtain a 

total surface of >10000 μm2 per mouse. Profiles of degenerating dendrites were counted and the results were 

expressed as number per area. These profiles were identified using a combination of established criteria for 

dendrites (e.g., the presence of synaptic contacts and protuberances such as spines, filopodia and small 

branches (Peters et al., 1991)) and degenerating cellular elements (e.g., condensed cytoplasm, plasma 

membrane ruffling, mitochondrial alteration and endoplasmic reticulum dilation (Tremblay et al., 2012)). In 

addition, approximately 9 sections containing the prefrontal cortex deep layers were examined in the same 

manner for the purpose of qualitative analysis. 

 

3.6.10 Protein extraction 

Hemi-forebrains were collected from saline-perfused mice as described previously (Lesne et al., 2006). Briefly, 

each was mechanically homogenized by 10 passages through a 20-gauge needle with 500 µl of buffer (50 mM 

Tris-HCl, pH 7.6, 0.01% NP-40, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.1% SDS, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 

1× protease inhibitor cocktail (Sigma)). After centrifugation of the homogenate at 3 000 rpm for 5 min, the 

supernatant (soluble, extracellular protein-enriched fraction) was collected and stored at −80°C until analysis. 

 

3.6.11 Western blotting 

Protein samples (30 μg) were electrophoretically separated in precast 10-20% Tris-Tricine polyacrylamide gels 

(Bio-Rad Laboratories) and transferred to polyvinylidene difluoride membranes (PerkinElmer). The latter were 

boiled for 10 min in PBS, blocked in Tris-buffered saline containing 0.05% Tween 20 and 5% skim milk, and 

incubated in the same buffer supplemented with anti-Aβ42 antibody (clone 6E10, 1/1000, Covance). The 

membranes were stained using a horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG antibody (1:1000, 

Jackson ImmunoResearch) and the Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus kit (PerkinElmer). 

Membranes were stripped in 25 mM glycine-HCl (pH 2.0) containing 1% SDS and stained for β-actin using a 

mouse anti-β-actin antibody (MAB1501; 1:5000; Millipore). The integrated density of the bands corresponding 
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to Aβ42 monomers was measured using a gel imaging system (scanner Agfa Arcus II; NIH ImageJ software, 

version 1.44o), subtracted from background and normalized to β-actin. 

 

3.6.12 Statistical analyses 

Data are expressed as mean ± SE and were compared using one-way or two-way ANOVA (with or without 

repeated measures) and post hoc unpaired t tests or Wilcoxon rank-sum tests. Survival curves were analyzed 

using the log-rank test. All these tests used an alpha of 0.05 and were done with JMP software (SAS Institute). 

 
 

3.7 Results 

3.7.1 GPR84 is upregulated in microglia of APP/PS1 mice 

We have reported that GPR84 is upregulated in microglia under the control of TNF and IL-1β and during 

different pathological conditions such as EAE and endotoxemia (Bedard et al., 2007; Bouchard et al., 2007). 

To test our assumption that GPR84 would also be expressed in a neurodegenerative context, we analyzed, by 

in situ hybridization, brain sections from APP/PS1 transgenic mice killed at different ages. This technique was 

used because reliable immunostaining for GPR84 could not be achieved using commercially available 

antibodies. Virtually no hybridization signal for GPR84 mRNA was detected in wild-type mice (data not shown) 

and in APP/PS1 mice aged 2 or 3 months (Fig. 3-1a). In contrast, strong signals were observed in the 

hippocampus and cerebral cortex of older transgenic mice, and the number of positive cells increased with age 

(Fig. 3-1b-e). To confirm the identity of these cells, adjacent sections were double labeled for GPR84 mRNA 

and the microglia-specific marker Iba1 by combined in situ hybridization and immunohistochemistry followed or 

not by Congo red staining. We observed that the hybridization signals colocalized with Iba1 (Fig. 3-1f) and 

were generally distributed around or near Congo red+ amyloid plaques (Fig. 3-1g). Overall, these results 

indicate that microglia overexpress GPR84 chronically in response to β-amyloid. 

 

3.7.2 GPR84 influences the clinical outcome in APP/PS1 mice, but not in mice 

suffering from EAE or endotoxic shock 

To assess the importance of GPR84 in neuroimmune processes, we evaluated the behavioral effects of a 

targeted deletion of the GPR84 gene in mice: 1) subjected to EAE by immunization with a MOG peptide; 2) 

exposed to bacterial LPS; or 3) harboring the APP and PS1 transgenes. While no intergroup difference was 
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observed in the severity of EAE (Fig. 3-2a) and LPS-induced sickness behavior (Fig. 3-2b), a greater decline 

in cognitive performance was observed in APP/PS1 mice lacking GPR84 compared to APP/PS1 mice 

expressing GPR84 (Fig. 3-2c). Indeed, the decline was detectable earlier (i.e., at 4 months) and was more 

severe at least until the age of 8 months. Thereafter, the decline reached a plateau so that there was no 

difference anymore after a year. These results were neither attributable to a cognitive problem resulting 

exclusively from the GPR84 deletion, because the cognitive performance of GPR84-knockout mice lacking the 

APP and PS1 transgenes was comparable to that of wild-type mice, nor were they attributable to a swimming-

related problem, because all of the mice manifested a similar swimming capacity and motivation to escape 

from the water during training sessions (data not shown). Therefore, we conclude that GPR84 is beneficial in a 

context of β-amyloid-induced toxicity, but has no apparent clinical impact in the context of EAE and LPS-

induced sickness behavior. 

 

3.7.3 GPR84 promotes the accumulation of microglia around amyloid plaques 

Microgliosis is a typical response to neurodegenerative diseases and has been well documented in mouse 

models of AD (Combs, 2009). As previously reported in APP/PS1 mice and shown in Figure 3-3a, microglia 

are recruited to surround amyloid plaques and extend cytoplasmic processes toward them. To determine 

whether GPR84 plays a role in such recruitment, we estimated the number of ramified microglia 

immunostained for Iba1 in the cerebral cortex and hippocampus of APP/PS1 mice deficient or not in GPR84 

using a stereological counting technique. We found reductions ranging from 16 to 32% in the number of 

microglia that contacted amyloid plaques in APP/PS1 mice lacking GPR84 at all ages analyzed (from 4 to 12 

months) (Fig. 3-3b). There was also a small downward trend in the total number of microglia in the cortex and 

hippocampus, reaching statistical significance at some ages (Fig. 3-3c). No major difference in microglial 

morphology was observed between the groups. These results suggest that GPR84 contributes to the 

recruitment of microglia around amyloid plaques in the brain of APP/PS1 mice. 

 

3.7.4 GPR84 does not affect β-amyloid deposition and accumulation 

β-amyloid is responsible for the cognitive decline observed in APP/PS1 mice (Borchelt et al., 1997a). A 

predominant species is Aβ42, which can aggregate to form insoluble amyloid deposits in the extracellular 

compartment (Burdick et al., 1992; Jarrett et al., 1993). To determine whether GPR84 influences β-amyloid 

deposition, we used stereological methods to estimate the number and size of amyloid plaques stained with 

Congo red in the cortex and hippocampus of APP/PS1 mice aged 4 to 12 months and expressing or not 
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GPR84. As shown in Fig. 3-4a-c, we observed age-related changes in both of these parameters, but no 

genotype-related change. To further examine whether GPR84 affects the accumulation of Aβ42, which may 

also be toxic under non-aggregated forms, we estimated the amount of Aβ42 monomers by Western blotting in 

extracellular protein-enriched fractions from the forebrain. Again, the results increased with age, but did not 

differ with genotype (Fig. 3-4d-e). Therefore, GPR84 does not seem to influence the metabolism of β-amyloid. 

 

3.7.5 The lack of GPR84 increases β-amyloid-induced dendritic degeneration 

It is known that β-amyloid induces dendritic degeneration in APP/PS1 mice (Tsai et al., 2004; Dikranian et al., 

2012) and AD brains (Masliah et al., 1994; Scheff et al., 2007), but whether microglia exert a protective or 

deleterious role in this phenomenon is still a matter of speculation (Siskova and Tremblay, 2013). To assess 

whether microglial GPR84 influences dendritic degeneration, we examined the hippocampal CA1 stratum 

radiatum of 6 month-old APP/PS1 mice expressing or not GPR84 using electron microscopy. This dendritic 

layer was chosen because of its involvement in spatial learning tasks (Tsien et al., 1996), such as the water T-

maze, and because it is the site of synaptic changes that have been well documented in mouse models of AD 

(Spires and Hyman, 2004; Spires-Jones and Knafo, 2012). In addition, it has recently been reported that 

dendritic degeneration in this region is associated with hyperexcitability and neuronal circuit dysfunction in 

APP/PS1 mice (Siskova et al., 2014). As expected, we observed many degenerating dendrites in our APP/PS1 

mice (Fig. 3-5a-f), but not in aged-matched wild-type controls. Proximal to distal dendrites showed typical 

features of degeneration, including a condensed, electron-dense cytoplasm, frequent ruffling of the plasma 

membrane, dilation of the endoplasmic reticulum and mitochondrial dysfunction, as previously described 

during normal aging and β-amyloid deposition (Oster-Granite et al., 1996; Tremblay et al., 2012). Similar 

degenerating elements were observed in the CA1 stratum lacunosum-moleculare, which contains the distal 

dendritic trees of the same pyramidal cells, and in the deep layers of the prefrontal cortex (not shown). 

Quantitative analysis at the level of the stratum radiatum revealed a 2.5-fold increase in the number of 

degenerating dendritic profiles in APP/PS1 mice lacking GPR84 compared to APP/PS1 mice expressing this 

gene (Fig. 3-5c). This result indicates that the absence of GPR84 in microglia compromises the integrity of 

neuronal circuits in APP/PS1 mice. 

 

3.7.6 The lack of GPR84 does not affect adult hippocampal neurogenesis 

Neurogenesis in the adult hippocampal dentate gyrus plays a role in spatial learning (Zhang et al., 2008; 

Clelland et al., 2009; Deng et al., 2010; Arruda-Carvalho et al., 2011) and is affected by inflammation (Vallieres 
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et al., 2002; Ekdahl et al., 2003; Monje et al., 2003; Belarbi and Rosi, 2013) and transgenic expression of 

APP/PS1 (Verret et al., 2007; Demars et al., 2010). To rule out the possibility that the cognitive deficit driven 

by the loss of GPR84 in APP/PS1 mice is due to impaired neurogenesis, we examined the proliferation and 

differentiation of neural progenitors in the granular layer of the dentate gyrus in APP/PS1 mice expressing or 

not GPR84. While a decrease in the number of cells expressing the proliferation marker Ki67 or the neuroblast 

marker DCX was observed with age, no intergenotype difference was detected (Fig. 3-6). Therefore, the 

poorer cognitive performance resulting from the absence of GPR84 in the APP/PS1 background is not 

attributable to a defect in adult hippocampal neurogenesis. 

 
 

3.8 Discussion 

Two main findings emerge from the present work. First, microglia increase their expression of GPR84 not only 

upon EAE, endotoxemia and nerve injury, as previously reported (Bedard et al., 2007; Bouchard et al., 2007; 

Gamo et al., 2008), but also in a neurodegenerative context. GPR84 can therefore be considered as a general 

“activation” marker for microglia. Second, GPR84 contributes to β-amyloid-induced microgliosis, a response 

that is required to promote dendritic homeostasis and prevent further cognitive decline. As discussed below, 

these findings help to understand the role of GPR84 in vivo and the importance of microglia in AD. 

One question that arises is how microglia protect from β-amyloid toxicity? Our results indicate that GPR84 

influences neither the formation or elimination of β-amyloid plaques, nor the concentration of soluble Aβ42, 

one of the most abundant and toxic form of β-amyloid. This is in agreement with previous studies showing that 

microglia do not affect the plaques (Grathwohl et al., 2009; Mildner et al., 2011) or at best modestly (Simard et 

al., 2006; Tahara et al., 2006; Naert and Rivest, 2011; Song et al., 2011). Furthermore, our results reveal a 

higher number of degenerating dendrites in the absence of GPR84, leading us to infer that a microglial 

response regulated by GPR84 is required to protect dendrites from further degeneration. Alternatively, it is 

possible that the absence of GPR84 reduces the ability of microglia to remove degenerating dendrites, which 

may affect neuronal plasticity and thus cognition. The importance of microglia in neuronal plasticity is 

increasingly appreciated (Tremblay and Majewska, 2011; Tremblay et al., 2011; Blank and Prinz, 2013; Wake 

et al., 2013), but further work is needed to elucidate the mechanism by which they influence AD progression. 

Another important question is what ligand(s) bind to GPR84 in vivo? Previous studies have identified medium-

chain FFAs of 9 to 14 carbons in length and two other organic molecules (6-n-octylaminouracil and 3,3'-

diindolylmethane) as agonists of GPR84 in vitro (Wang et al., 2006; Suzuki et al., 2013). The hydroxylated 

forms of these FFAs were found to be more effective than the nonhydroxylated ones (Suzuki et al., 2013). 
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Derived from the diet or the hydrolysis of triglycerides, FFAs serve as an energy source. They can also be 

hydroxylated and incorporated into sphingolipids (Hama, 2010). The latter are especially abundant in the 

nervous system, in which they represent a major component of myelin (Dupree and Pomicter, 2010). 

Sphingolipids play not only a structural role, but also contribute to cell signaling and adhesion (Hannun and 

Obeid, 2008). As lipid dysregulation is an important feature of AD (Benilova et al., 2012; Walter and van 

Echten-Deckert, 2013), it is tempting to speculate that FFA metabolites, generated in response to β-amyloid, 

could act as danger signals. GPR84 could play a central role in the ability of microglia to perceive these 

signals and trigger an appropriate response (e.g., chemotaxis, as supported by Suzuki et al., 2013). This is 

likely as there are many examples of lipid molecules that bind to G-protein-coupled receptors on immune cells, 

including other fatty acids, arachidonic acid metabolites and lysophospholipids (Kostenis, 2004). Further work 

will be required to identify the endogenous GPR84 ligands and go beyond speculation. 

In conclusion, this study: 1) identifies for the first time a pathophysiological role of GPR84; 2) provides an in 

vivo model in which to search for endogenous GPR84 ligands; and 3) supports the concept that microglia exert 

a modest, but beneficial effect in AD. Future studies on GPR84 may help to clarify the link between lipid 

dysregulation and neuroinflammation in AD. 
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Figure 3-1. Expression of GPR84 mRNA in the brains of APP/PS1 transgenic 

mice. 

a-d, Dark-field micrographs showing in situ hybridization signals for GPR84 mRNA in the cerebral cortex (CC) 

and hippocampus (Hipp) of APP/PS1 mice killed at the indicated ages. Scale bar = 250 µm.  

e, Stereological analysis revealed increased numbers of GPR84 mRNA+ cells in the brain of APP/PS1 mice 

compared to wild-types. *Significantly different from the wild types (ANOVA followed by post hoc Student’s t 

tests: P < 0.05). Sample size: 3 per group.  

f, Bright-field image showing hybridization signals (black grains) for GPR84 mRNA at higher magnification in 

an 8 month-old APP/PS1 mouse. Blue, thionin counterstaining. Scale bar = 25 µm.  

g, h, Micrographs at different magnifications showing hybridization signals for GPR84 mRNA (black grains) 

colocalized with Iba1 immunostaining (microglia, brown) and located around Congo red-stained amyloid 

plaques (arrowheads) in cortical sections of a 8 month-old APP/PS1 mouse. Arrows, examples of double-

labeled cells. Scale bars = 25 µm. 
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Figure 3-2. Clinical assessment of GPR84 knockout and wild-type mice in three 

disease models. 

a, No intergroup difference in disease severity was detected in mice with chronic EAE induced by 

immunization with a MOG peptide (left panel, Wilcoxon rank sum tests: P > 0.1; right panel, log-rank test: P = 

0.77). Sample size: 54 knockouts and 59 wild types.  

b, No intergroup difference in locomotor activity (an indicator of sickness) was detected in mice injected 

intraperitoneally with LPS (1 mg/kg), as evaluated by counting the number of segments crossed and rearings 

in a T-maze (two-way ANOVA with repeated measures: P = 0.3 (left panel) or 0.2 (right panel)). Sample size: 

16 knockouts and 18 wild types.  

c, A deficit in spatial learning was detected in APP/PS1 transgenic mice lacking GPR84, as indicated by the 

escape time and number of trials-to-criterion recorded during the reversal learning phase in a water T-maze. 

The dashed lines indicate the error bars of non-APP/PS1 mice at 4 months of age. *Significantly different from 

APP/PS1 mice deficient in GPR84 (Wilcoxon post hoc tests: P ≤ 0.02 (left panel) or 0.04 (right panel)). Sample 

size: 20 knockouts and 26 wild types. 
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Figure 3-3. Microgliosis in APP/PS1 transgenic mice deficient or not in GPR84. 

a, Cortical section immunostained for Iba1 (microglia, arrowheads) and counterstained with Congo red 

(amyloid plaque, arrow). Scale bar = 25 µm.  

b, A reduced number of microglia per amyloid plaque was observed in both the hippocampus and cortex of 

APP/PS1 mice lacking GPR84. *Significantly different from the wild types (two-way ANOVA: P ≤ 0.0001 for 

genotype or < 0.0008 for age; post hoc Student’s t tests: P < 0.05). Sample size: 6-12 per group.  

c, Stereological analysis revealed a reduced density of microglia in the hippocampus and cortex of APP/PS1 

mice lacking GPR84. *Significantly different from the wild types (two-way ANOVA: P ≤ 0.0015 for genotype or 

< 0.0001 for age; post hoc Student’s t tests: P < 0.05). Sample size: 6-12 per group. 
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Figure 3-4. Amyloid burden in APP/PS1 transgenic mice deficient or not in GPR84. 

a, Nomarski micrograph of a cortical section stained with Congo red showing an amyloid plaque (arrow). Scale 

bar = 25 µm.  

b, c, Stereological analyses revealed no difference in the number and area of plaques in the hippocampus and 

cortex of APP/PS1 mice lacking GPR84 (two-way ANOVA: P > 0.05 for genotype or < 0.0001 for age). Sample 

size: 6-14 per group.  

d, e, Western blotting revealed no intergenotypic difference in the amount of Aβ42 monomers in brain extracts 

enriched for extracellular proteins (two-way ANOVA: P = 0.82 for genotype or < 0.0001 for age). Sample size: 

4-9 per group. 
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Figure 3-5. Dendritic degeneration in APP/PS1 mice deficient or not in GPR84. 

a-f, Electron micrographs of degenerating dendrites (arrows) in the hippocampal CA1 stratum radiatum of 6 

month-old APP/PS1 mice. Note their condensed cytoplasm and dilated endoplasmic reticulum, which are a 

typical signs of degeneration, compared to those of normal dendrites (arrowheads). Abbreviations: er, 

endoplasmic reticulum; m, mitochondria; s, synapse. Scale bars = 2 µm (a) or 500 nm (b-f).  

g, Quantification, using images taken from the stratum radiatum, revealed an increased number of 

degenerating dendritic profiles in APP/PS1 mice lacking GPR84 compared to APP/PS1 mice expressing this 

gene (Student’s t test: P = 0.012). Sample size: 5 per group. 
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Figure 3-6. Hippocampal neurogenesis in APP/PS1 transgenic mice lacking or not 

GPR84. 

a, b, Sections showing the granule cell layer (GCL) of the dentate gyrus immunostained (black) for Ki67, a 

marker of proliferating cells, or DCX, a marker of newborn neurons. Counterstaining = methyl green. Scale bar 

= 25 µm.  

c, d, Stereological data showing no intergenotype difference in the number of Ki67+ or DCX+ cells. Two-way 

ANOVA: Ki67, P = 0.59 (genotype), < 0.0001 (age) or = 0.52 (interaction); DCX, P = 0.56 (genotype), < 0.0001 

(age) or = 0.45 (interaction). Sample size: 6-9 per group. 
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Chapitre 4: Discussion générale et conclusions 

La neuroinflammation est caractérisée par l’activation des cellules immunitaires du SNC et l’infiltration des 

leucocytes périphériques. Chaque pathologie a une signature spécifique de réponse inflammatoire et les 

mêmes cellules immunitaires peuvent exercer divers effets dépendamment du contexte. L’action des cellules 

immunitaires est principalement médiée par des molécules sécrétées appelées cytokines qui se lient à des 

récepteurs présentés par d’autres cellules et dirigent ainsi la réaction inflammatoire. L’influence des réponses 

immunitaires dans la physiopathologie du SNC reste encore peu connue étant donné la complexité du cocktail 

inflammatoire relâché lors d’affections chroniques. Bien qu’une multitude de fonctions soit attribuée aux 

cellules myéloïdes pendant les pathologies touchant le SNC, le rôle et le mécanisme d’action de chaque type 

cellulaire restent à identifier. Les travaux effectués au cours de mon doctorat contribuent à l'avancée des 

connaissances concernant le rôle des cellules myéloïdes durant la neuroinflammation. Ainsi, nous avons 

étudié le rôle de deux médiateurs inflammatoires dérivés des cellules myéloïdes dans les maladies 

neurodégénératives : l’IL-36γ, dont l’expression s’est révélée spécifique aux neutrophiles durant l’EAE et le 

GPR84, un récepteur spécifique à la microglie dans le SNC. Ici, nous démontrons que l’IL-36γ est bien en 

mesure d’activer la microglie via son récepteur IL-36R mais ne joue pas de rôle dans l’EAE active. En ce qui 

concerne le GPR84, nos résultats l’impliquent comme un acteur important dans la progression de la MA en 

retardant la dégénérescence dendritique et les déficits cognitifs. Ces données démontrent l’action de 

nouvelles molécules effectrices dérivées des cellules myéloïdes lors des pathologies neuroinflammatoires. 

 

4.1 IL-36γ et l’inflammation 

Bien que l’implication de la signalisation IL-36/IL-36R ait été étudiée dans les réactions inflammatoires 

périphériques, nous sommes les premiers à explorer son rôle dans le SNC. Nos résultats montrent que les 

cytokines IL-36 et leur récepteur IL-36R voient leurs niveaux augmenter au cours de l’EAE. Cette 

surexpression de l’IL-36 a aussi été rapportée dans les modèles du psoriasis, de l’asthme, de l’arthrite et de la 

colite (Blumberg et al., 2007; Carrier et al., 2011; Tortola et al., 2012; Medina-Contreras et al., 2015). 

Cependant, l’action de l’IL-36 semble être différente dans ces modèles. Ainsi, dans notre modèle d’EAE 

active, la déficience en IL-36γ ou en IL-36R n’a pas affecté le recrutement d’aucune population leucocytaire 

dans le SNC (Bozoyan et al., 2015). Cependant, durant les pathologies de la peau, l’IL-36 induit une 

expansion des cellules Th17, régule l’axe pathologique IL-23/IL-17/IL-22, favorise le recrutement des 

neutrophiles et le développement du psoriasis (Blumberg et al., 2007; Carrier et al., 2011; Tortola et al., 2012). 

Récemment, une autre étude a rapporté un rôle majeur de l’IL-36 dans la résolution du dommage intestinal 

impliquant l’action bénéfique des neutrophiles (Medina-Contreras et al., 2015). Ils ont révélé que l’expression 
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de l’IL-36γ, mais pas celle de l’IL-36α ou β, est augmentée à la suite de l’inflammation intestinale dans un 

modèle de colite induit par DSS (dextran sodium sulfate). De manière similaire au rôle pro-inflammatoire de 

l’IL-36 dans le psoriasis, la colite s’est montrée moins sévère chez les souris IL-36R-/- comparées aux souris 

sauvages (Medina-Contreras et al., 2015). Néanmoins, l’absence de l’IL-36R a prolongé la cicatrisation des 

plaies mécaniques générées dans l’intestin dû à la réduction du nombre de neutrophiles dans la plaie des 

souris déficientes (Medina-Contreras et al., 2015). Ces résultats combinés avec nos études suggèrent une 

régulation différentielle des neutrophiles par l’IL-36γ dans le SNC et dans d’autres organes. Il serait donc 

primordial d’étudier l’axe IL-36/IL-36R dans d’autres modèles neuroinflammatoires tels que les souris 2D2 ou 

encore des modèles de méningite bactérienne pour mieux caractériser son action dans le SNC.  

Comme dans les modèles d’arthrite (Lamacchia et al., 2013; Derer et al., 2014) et d’infection pulmonaire 

(Segueni et al., 2015), nous démontrons que l’absence de l’IL-36γ ou de l’IL-36R n’affecte pas la sévérité ni la 

progression de l’EAE. Il pourrait y avoir plusieurs hypothèses pour expliquer l’effet limité de l’IL-36 dans ces 

modèles: 

 Premièrement, les mécanismes de sécrétion des formes actives des cytokines IL-36 ainsi que le 

processus de leur externalisation ne sont pas complètement élucidés. Les études in vitro suggèrent que de 

façon similaire à l’IL-1β, l’IL-36 requiert un clivage pour être activée. La protéase qui en est responsable 

n’est pas encore identifiée in vivo, mais il serait tentant de spéculer qu’elle est présente dans certains 

tissus, comme la peau et les intestins, et manquante dans le SNC, les articulations et les voies 

respiratoires. Il serait aussi envisageable que les neutrophiles expriment cette protéase uniquement dans 

certaines conditions. Cette différence d’expression de la protéase selon l’organe et le contexte 

concorderait avec l’impact de l’IL-36 dans divers modèles pathologiques.  

 Deuxièmement, les mécanismes précis de la stimulation de l’IL-36 restent encore peu connus. Jensen et 

collègues ont rapporté que l’expression de l’IL-36γ est stimulée spécifiquement par les agonistes de TLR3, 

l’acide polyinosinique-polycytidylique, et de TLR5, la flagelline, dans les keratinocytes en culture (Lian et 

al., 2012). D’autre part, des études suggèrent que notre modèle d’EAE active est plutôt TLR4- et TLR9-

dépendant (Marta et al., 2009). Il est intriguant de savoir que dans notre modèle d’EAE l’augmentation des 

niveaux de l’IL-36γ dans le SNC et la rate semble être due à l’infiltration des neutrophiles et non à sa 

surexpression par les cellules. Ainsi, le nombre de neutrophiles infiltrés, mesuré par le transcrit de Ly6G, 

corrèle avec le nombre de transcrits de l’IL-36γ détectés dans le tissu (résultats non publiés). Bien que la 

surexpression des cytokines IL-36 n’ait jamais été explorée dans le psoriasis, il serait tentant de penser 

que leur expression y est significativement stimulée, contrairement aux modèles d’EAE. 

 Troisièmement, compte tenu de la fine régulation de l’action des cytokines IL-36, les niveaux des 

antagonistes et des agonistes devraient également être évalués dans différents contextes et organes. Il est 
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intéressant de noter que l’inflammation diminue les niveaux de SIGIRR, un régulateur négatif de l’IL-36 

(Wald et al., 2003; Costelloe et al., 2008), et les souris déficientes en SIGIRR répondent plus fortement à 

l’IL-1 (Wald et al., 2003). Les différences significatives de l’action stimulatrice de l’IL-1 par rapport à l’IL-36 

sur la production de certains médiateurs pro-inflammatoires (comme l’IL-6) (Magne et al., 2006) et le rôle 

essentiel de l’axe de l’IL-1 dans la progression de l’arthrite, des infections pulmonaires et de l’EAE 

(Matsuki et al., 2006; Lamacchia et al., 2013; Aube et al., 2014; Derer et al., 2014; Dumas et al., 2014; 

Segueni et al., 2015) pourraient potentiellement dissimuler l’implication complémentaire de la cytokine IL-

36 dans ces pathologies.  

Dans notre modèle d’EAE active, l’isolation spécifique de chaque population leucocytaire par cytométrie en 

flux nous a permis d’identifier les neutrophiles comme la source majeure de l’IL-36γ dans la moelle épinière et 

la rate (Bozoyan et al., 2015). L’étude de Denning et collègues associe l’expression de l’IL-36γ avec les 

macrophages périphériques dans leur modèle de colite (Medina-Contreras et al., 2015). Toutefois, 

l’expression de l’IL-36γ par la population des neutrophiles infiltrants n’a jamais été explorée dans leur étude et 

ne pourrait pas être exclue (Medina-Contreras et al., 2015). Dans le psoriasis et l’asthme, les kératinocytes et 

les tissus épithéliaux sont considérés comme étant la source d’IL-36γ. Cette supposition est basée sur 

l’expression de l’IL-36γ dans différentes lignées épithéliales/épidermales (Kumar et al., 2000; Carrier et al., 

2011; Chustz et al., 2011; Johnston et al., 2011); ainsi que sur les évidences que les cellules épithéliales de la 

peau et des voies respiratoires des patients expriment l’IL-36γ in vitro suite à la stimulation avec des facteurs 

inflammatoires (Vos et al., 2005; Muhr et al., 2011). En effet, dans le psoriasis et l’asthme, les niveaux de l’IL-

36γ augmentent dans les loci inflammatoires dans la peau et les voies respiratoires, respectivement (Johnston 

et al., 2011; Ramadas et al., 2011). Néanmoins, aucune étude, chez l’homme ni la souris, n’a clairement 

démontré une colocalisation de la protéine IL-36γ dans des cellules épithéliales/épidermales in vivo. Il serait 

donc crucial de réévaluer la(les) population(s) cellulaire(s) qui exprime(nt) l’IL-36γ dans ces pathologies.  

 

4.2 Rôle des neutrophiles dans les maladies démyélinisantes 

auto-immunes 

Les agents thérapeutiques actuellement utilisés pour la SEP ciblent uniquement les lymphocytes. Certains de 

ces traitements bloquent le recrutement ou la mobilisation des lymphocytes (natalizumab et fingolimod, 

respectivement), d’autres déplètent les lymphocytes de la circulation (alemtuzumab et ocrelizumab) et 

diminuent ainsi le risque de rechutes de la SEP récurrente rémittente. Toutefois, aucun de ces agents 

immunomodulateurs n’est efficace pour renverser la progression de la pathologie ni améliorer l’état des 

patients souffrant des formes progressives de la SEP, soulignant le besoin de nouvelles approches 

thérapeutiques. De plus en plus d’études impliquent les cellules myéloïdes et les facteurs critiques pour la 



 

93 
 

survie, l’expansion, l’activation et la mobilisation de ces dernières dans la SEP. C’est pour cette raison que les 

molécules dérivées des cellules myéloïdes doivent être explorées comme des sources alternatives de 

biomarqueurs et de cibles thérapeutiques.  

Dans le Chapitre 2 de cette thèse, j’ai caractérisé la première cytokine spécifique aux neutrophiles au cours du 

développement de l’EAE. Bien qu’elle ne semble avoir aucun impact dans l’initiation ou la progression de la 

pathologie (Bozoyan et al., 2015), il serait important de continuer à étudier le rôle spécifique des neutrophiles 

dans les maladies inflammatoires. En effet, les neutrophiles sont impliqués dans plusieurs pathologies 

inflammatoires du SNC. Par exemple, lors de la méningite bactérienne et la NMO le recrutement massif des 

neutrophiles est associé avec des dommages tissulaires irréversibles (Koedel et al., 2010; Jacob et al., 2012; 

Saadoun et al., 2012). Les neutrophiles sont aussi des cellules critiques dans le développement de l’EAE. 

Leur rôle dans les processus neuroinflammatoires de la SEP reste controversé puisqu’ils n’ont pas encore été 

détectés dans les tissus du SNC. Toutefois, plusieurs évidences indirectes plaident en faveur d’une implication 

des neutrophiles dans la SEP. Ainsi, la chimiokine IL-8, qui attire les neutrophiles, a été détectée dans le LCR 

des patients SEP (Ishizu et al., 2005; Campbell et al., 2010). De plus, les niveaux élevés d’IL-17A corrèlent 

positivement avec le nombre de neutrophiles dans les échantillons de LCR obtenus de patients en rechute 

(Kostic et al., 2014). En effet, la fonction principale des cellules Th17, les cellules effectrices cruciales de la 

SEP et l’EAE, demeure la sécrétion des facteurs activant les neutrophiles comme le G-CSF et les chimiokines 

ELR+ CXC (Pelletier et al., 2010; Becher and Segal, 2011). Les transcrits codant pour le G-CSF sont 

exprimés dans les lésions SEP (Lock et al., 2002) et l’administration du G-CSF est associée à des rechutes de 

symptômes (Openshaw et al., 2000; Burt et al., 2001). Les niveaux de CXCL1, CXCL5 et l’élastase des 

neutrophiles montrent également une belle corrélation avec les examens cliniques et radiologiques du SNC 

dans la SEP (Rumble et al., 2015). De façon intéressante, CXCL5 corrèle positivement avec la formation de 

nouvelles lésions chez les patients (Rumble et al., 2015). En accord avec toutes ces études, il a récemment 

été rapporté que les neutrophiles sont plus nombreux et sont dans un état actif chez les patients SEP comparé 

aux individus sains (Naegele et al., 2012). En récapitulant toutes ces données, nous pouvons conclure que 

l’absence des neutrophiles du SNC chez les patients SEP pourrait être due au biais de la disponibilité du tissu 

aux phases aiguës de la maladie. En accord avec cette hypothèse, mes observations montrent que le nombre 

de neutrophiles diminue aussi au cours de l’EAE chez les souris ayant une maladie très avancée, proche de 

paralysie complète. D’autre part, les neutrophiles pourraient changer leur profil durant la pathologie rendant 

leur détection impossible avec des marqueurs utilisés actuellement. Il est donc primordial de mieux 

caractériser les facteurs des neutrophiles, car ils pourraient servir de nouveaux biomarqueurs dans la SEP ou 

d’autres maladies inflammatoires démyélinisantes. 
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La génération récente de la souris Catchup permet d’étudier spécifiquement le rôle des neutrophiles. Cette 

souris transgénique knock-in exprime la recombinase Cre dans le locus Ly6G qui est hautement spécifique 

aux neutrophiles (Hasenberg et al., 2015). En exploitant la recombinaison Cre-LoxP, il serait possible de cibler 

et moduler l’expression de gènes d’intérêt dans les neutrophiles et d’explorer leurs différentes fonctions. De 

plus, l’utilisation du même système Cre-loxP permettrait d’étudier le destin des neutrophiles. Ces approches 

révéleraient l’implication des neutrophiles dans diverses conditions physiopathologiques. 

 

4.3 GPR84 et microglie 

Dans le Chapitre 3 de cette thèse, on a exploré le rôle du GPR84 chez la souris APP/PS1. On a observé que 

l’expression du GPR84 augmente graduellement sur la microglie durant la maladie. Similairement à nos 

résultats, plusieurs équipes ont rapporté la hausse des niveaux du GPR84 dans des conditions 

neuroinflammatoires comme l’EAE, l’endotoxémie et les lésions de nerfs (Bedard et al., 2007; Bouchard et al., 

2007; Gamo et al., 2008; Nicol et al., 2015). L’ensemble de ces études suggère que le GPR84 peut être 

considéré comme un marqueur d’activation général pour la microglie/macrophage. 

Nos résultats démontrent que la déficience du GPR84 diminue l’activation et le recrutement de la microglie 

autour des plaques d’Aβ et accélère la dégénérescence dendritique chez les souris APP/PS1. En conditions 

physiologiques, un ligand se lierait au GPR84 et permettrait l’immunosurveillance adéquate, la phagocytose 

et/ou la réparation du tissu nerveux par la microglie. En absence du GPR84, la détection des signaux de 

danger, comme l’accumulation de l’amyloïde-β, serait compromise ce qui conduirait à l’accumulation de 

dendrites en dégénérescence; toutefois, nous n’avons pas élucidé les mécanismes d’action précis du GPR84. 

Trois mécanismes pourraient être envisageables: 

(1) les voies de signalisation activées par le GPR84 rendraient plus efficace l’élimination et/ou la neutralisation 

de l’amyloïde-β toxique. Nos résultats suggèrent un rôle protecteur du GPR84 exprimé par la microglie suite à 

la toxicité d’Aβ; toutefois, le GPR84 n’affecte pas la formation, ni l’élimination des plaques d’amyloïde-β. Ces 

données sont en accord avec d’autres études démontrant que la microglie ne phagocyte pas ou peu l’Aβ et 

que les cellules du système immunitaire périphérique sont plus efficaces pour l’éliminer (Simard et al., 2006; 

Grathwohl et al., 2009; Mildner et al., 2009). Cependant, il est très intéressant de mentionner que la 

phagocytose des plaques n’est pas le seul moyen qui pourrait diminuer la toxicité de l’Aβ. En effet, les lipides 

ont la capacité d’interagir avec les fibrilles inertes d’Aβ, les déstabiliser et resolubiliser les rendant toxiques 

pour les neurones (Martins et al., 2008). Ainsi, l’injection d’une suspension de lipides synthétiques mélangée à 

des fibrilles d’Aβ diffuse rapidement dans le cerveau et cause des troubles cognitifs chez les souris. Le ligand 
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endogène du GPR84 n’est pas encore connu; toutefois, le GPR84 s’active par des acides gras de moyenne 

chaîne in vitro. Prenant en compte que les acides gras sont des produits dérivés de lipides et que le 

débalancement du métabolisme lipidique est une caractéristique importante de la MA, il serait tentant de 

spéculer que le GPR84 lierait les lipides libres dans le parenchyme du SNC, empêchant leur interaction avec 

les plaques d’Aβ et aurait ainsi un effet neuroprotecteur. De ce fait, en plus de révéler une nouvelle cible 

thérapeutique potentielle pour la MA, notre étude fournit un modèle in vivo pour essayer de définir le ligand du 

GPR84 en utilisant par exemple les méthodes de spectrométrie de masse.  

(2) la déficience du GPR84 réduirait la capacité de la microglie à éliminer les dendrites en dégénérescence. 

Cette hypothèse est en accord avec le fait que la microglie a la capacité d’éliminer de façon efficace des 

débris cellulaires comme la myéline (Lampron et al., 2015). De plus, le processus de la phagocytose par la 

microglie a été rapporté comme stimulant une réponse anti-inflammatoire en réduisant, par exemple, la 

relâche de l’IL-1β et de TNFα (Liu et al., 2006), ce qui pourrait contribuer à la préservation des dendrites.  

(3) la réponse microgliale régulée par GPR84 aurait un rôle anti-inflammatoire dans la maladie d’Alzheimer. 

Les évidences antérieures rapportent que l’activation du récepteur GPR84 entraine une réponse pro-

inflammatoire (Wang et al., 2006; Suzuki et al., 2013; Nicol et al., 2015). Toutefois, le GPR84 est exprimé par 

différents types cellulaires en culture dans toutes ces études. (Wang et al., 2006) et (Suzuki et al., 2013) 

étudient la signalisation du GPR84 exprimé sur des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary). D’autre part, la 

source cellulaire du GPR84 suite à la lésion du nerf sciatique sont les macrophages périphériques (Nicol et al., 

2015), contrairement à la microglie dans le SNC de notre modèle d’Alzheimer. Il est important de savoir que 

l’action d’un même GPCR pourrait différer selon le contexte et le répertoire d’autres GPCR présents dans la 

cellule activée. Ainsi, les récepteurs couplés aux protéines G ont la capacité de former des hétéromères et 

leur dimérisation peut engendrer des voies de signalisation différentes de celles activées uniquement avec le 

récepteur donné (Beaulieu et al., 2015; Kern et al., 2015). Il serait envisageable d’assigner divers rôles au 

GPR84 selon s’il agit sous forme de monomère ou s’il est hétéromérisé avec un autre récepteur. En accord 

avec cette hypothèse, l’activation de certains GPCR sur la microglie tels que CCR5 et CX3CR1 protégerait les 

neurones grâce à une réponse anti-inflammatoire (Cardona et al., 2006; Gamo et al., 2008).  

Dans notre modèle de la MA, le nombre de la microglie Iba1+ autour des plaques d’Aβ diminue 

significativement dans le cortex et l’hippocampe des souris déficientes en GPR84 à tous les âges examinés. 

Ceci pourrait être dû à une déficience d’activation de la microglie par l’Aβ puisque l’absence du GPR84 induit 

des changements très modestes au niveau du nombre total de microglie dans le cerveau excluant la 

possibilité d’une prolifération microgliale affectée. Cette hypothèse est d’ailleurs supportée par l’étude de 

McMahon et collègues. Dans leur modèle de neuropathie périphérique, la prolifération des macrophages Iba1+ 
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résidents sur le site de lésion au niveau du nerf sciatique n’est pas affectée chez les souris GPR84-/- (Nicol et 

al., 2015). Cependant, les auteurs rapportent que la déficience en GPR84 induit un profil anti-inflammatoire 

des macrophages supporté par l’augmentation de l’expression de l’IL-10 et la diminution de celle d’IL-6, TNFα, 

CCL2 et CCL3. Ces résultats indiquent que le GPR84 régulerait l’état d’activation de macrophages/microglie 

Iba1+ et non leur nombre dans le tissu lésé.  

Il faudrait aussi examiner les caractéristiques de la maturation et de l’aspect moléculaire de la fonction 

microgliale en absence du GPR84. Il a récemment été rapporté que le GPR43, un autre récepteur orphelin 

couplé à la protéine G s’activant par des acides gras de courte chaîne, serait essentiel pour la maturation et la 

fonction de la microglie. La déficience du GPR43 (appelé aussi FFAR2) n’affecte pas la densité de la 

microglie, mais entraine des malformations majeures telles qu’une augmentation de la longueur dendritique, 

de la complexité des prolongements et du volume total de la cellule microgliale (Erny et al., 2015). La même 

étude a montré que ces malformations de la microglie sont présentes aussi chez des souris axéniques (germ-

free) qui sont privées de tout microorganisme même ceux de l’intestin. De plus, chez ces souris la maturation 

de la microglie, caractérisée par l’augmentation du pourcentage de la microglie CD115+, F4/80+ et CD31+, 

semble affectée (Erny et al., 2015; Kierdorf et al., 2013). Suite à une activation LPS ou une contamination 

virale cette microglie immature présente des perturbations de la réponse immunitaire innée comparée à la 

microglie des souris élevées dans des conditions SPS (sans pathogènes spécifiques) (Erny et al., 2015). Cette 

réponse déréglée est surtout caractérisée par une induction atténuée de facteurs pro-inflammatoires tels que 

TNFα, IL-1β et M-CSF (macrophage-stimulating colony factor). Toutefois, les souris GPR43-/- n’ont jamais été 

étudiées dans le cadre des maladies neuroinflammatoires permettant de comprendre l’impact de la 

dérégulation de l’immunité innée chez ces souris. De plus, les auteurs n’ont jamais évalué comment l’état de 

maturation de la microglie pouvait affecter les fonctions cognitives des souris. De façon similaire au GPR43, la 

déficience du GPR84 dans le cerveau pourrait affecter la maturation et la fonction microgliale, déréguler la 

réponse immunitaire dans notre modèle d’Alzheimer et expliquer l'effet neurotoxique que nous avons observé. 

Cette hypothèse valoriserait l’implication de la signalisation des acides gras via GPR43 ou GPR84 durant la 

maturation et l’activation de la microglie pour acquérir des propriétés ciblant la protection du SNC. Tout de 

même, il serait important de noter que selon nos données du labyrinthe aquatique en forme de T, la déficience 

du GPR84 seule ne semble pas affecter au moins certains aspects cognitifs chez les souris à l’âge de six mois 

(non publiés). Plus d’études seront nécessaires pour clarifier les mécanismes d’actions du GPR84 dans la 

neuroinflammation. 
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En conclusion, nos travaux ont permis d’approfondir les connaissances sur l’action des cellules myéloïdes 

dans des conditions neuroinflammatoires telles que la sclérose en plaques et la maladie d’Alzheimer. La 

poursuite des études dans ce domaine de recherche est essentielle afin de préciser l’action de chaque 

population leucocytaire dans le SNC afin de mieux apprécier l’impact de l’activation du système immunitaire 

inné sur la progression des maladies neurodégénératives. Ainsi, le savoir généré par ces études permettra 

d’envisager des interventions ciblant les molécules spécifiques, comme le GPR84, pour contrer la 

neurodégénérescence et réparer le tissu nerveux à la suite des blessures.  
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