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Résumé

Affectant prés de 36 millions de personnes dans le monde, la maladie d’Alzheimer
(MA) est une préoccupation grandissante de santé publique. La présence en post-
mortem de plaques amyloides et d’enchevétrements neurofibrillaires constitue un
trait caractéristique de la pathologie. Malgré les récents progres en recherche, il
n'existe toujours pas de traitement efficace pour cette maladie. Au cours des
dernieres années, les immunoglobulines intraveineuses (IglV) ont démontré un
certain potentiel thérapeutique pour la MA. Le présent travail vise a déterminer les
mécanismes d’action par lesquels les IglV exercent leurs effets bénéfiques dans
un modéle murin de la MA. Globalement, mes travaux de recherche ont permis de
constater I'absence d'effet des IglV sur les plaques amyloides et les
enchevétrements neurofibrillaires et ont plutot identifié l'inhibition de I'activation de
la microglie comme mécanisme possible des IglV, permettant ainsi une baisse de

'inflammation au cerveau et une augmentation de la neurogénése.
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Abstract

Affecting nearly 36 million people worldwide, Alzheimer's disease (AD) is a growing
public health concern. AD is characterized by a progressive and irreversible slow
deterioration of cognitive functions. The presence of postmortem amyloid plaques
and neurofibrillary tangles is a hallmark of the disease. Despite recent advances in
research, there is still no effective treatment for this disease. In recent years,
intravenous immunoglobulin (IVIg) has shown some therapeutic potential for AD.
The present work aims to determine the mechanisms of action by which IVIg exerts
its beneficial effects in a mouse model of AD. Overall, my work has identified the
inhibition of microglia activation as a possible mechanism of IVIlg, allowing a

decrease in brain inflammation and an increase in neurogenesis.
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Chapitre 1 Introduction

1.1 La maladie d’Alzheimer

Le 4 novembre 1906, lors de la 37e Conférence des psychiatres allemands a
Tldbingen, le neurologue Alois Alzheimer expose pour la premiere fois le cas
particulier d’Auguste D., une femme de 51 ans présentant des troubles de la
mémoire, des hallucinations et une désorientation importante. La femme,
hospitalisée de 1901 jusqu’a son décés en 1906, souffrait manifestement, malgré
son jeune age, de démence. Le Dr Alzheimer rapporte, dans un article paru en
1907, que l'autopsie du cerveau de sa patiente présente plusieurs anomalies telles
que la présence de fibrilles extracellulaires et d’amas intracellulaires ainsi qu'une
atrophie corticale générale et des changements arthérosclérotiques (Alzheimer,
1907). Il s’agit en fait de la toute premiére description des plaques amyloides et
des enchevétrements neurofibrillaires, deux marqueurs post-mortem de la maladie.
En reconnaissance de l'importance de ses travaux sur la caractérisation de la
maladie, son patron Emil Kraepelin suggére dans son livre Psychiatrie que cette

condition soit nommée maladie d’Alzheimer (MA) (Krapelin, 1910).

1.1.1 Epidémiologie et manifestations cliniques

La MA, la forme de démence la plus commune, est une maladie
neurodégénérative se caractérisant par un déclin progressif et irréversible des
fonctions cognitives. Avec une population qui se fait vieillissante, le nombre de

personnes atteintes de la MA augmente a un rythme inquiétant. On estime a 36



millions le nombre de personnes dans le monde souffrant de cette maladie, dont
500 000 canadiens et ce chiffre devrait tripler d’ici 2050 (World Alzheimer report,
2009, Mayeux & Stern, 2012). L’Alzheimer Association rapporte qu’'en 2013, la
prévalence chez les américains agés de 65 ans et plus était de 11% (2013
Alzheimer’s disease facts and figures). Ainsi, une personne sur neuf, agée de 65
ans et plus, vit avec la maladie (2013 Alzheimer’'s disease facts and figures) et
cette proportion grimpe a une personne sur trois apres I'age de 85 ans (Hebert et

al., 2013).

La MA affecte plusieurs aspects cognitifs en débutant généralement par des
atteintes de la mémoire. Au stade précoce, les patients éprouvent de la difficulté a
acquérir de nouvelles informations et la capacité d’apprentissage est altérée
(Weintraub et al., 2012). Plus la maladie progresse, plus la mémoire a long terme
est affectée et plus les souvenirs s’effacent. Au-dela des troubles de la mémoire, la
MA se caractérise également par une variété de désordres comportementaux, tels
gu’une désorientation marquée dans le temps et I'espace, une perte de jugement
et de raisonnement, des troubles de I'hnumeur et des déficits langagiers (Lyketsos
et al., 2000, Teng et al., 2007). lls different grandement d’'une personne a l'autre
mais s’intensifient généralement avec la progression de la maladie. Ces
symptomes ont une incidence sérieuse sur la capacité des patients a maintenir
leurs activités quotidiennes et conduisent souvent a leur prise en charge par le
systéme de santé (Hort et al.,, 2010). Cela entraine un fardeau économique
mondial important, évalué a 604 milliards de dollars US en 2010 dans le monde

(Wimo et al., 2013).

Le Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders ou DSM, édité par

I'Association américaine de psychiatrie, est le manuel de référence pour



diagnostiquer les désordres psychiatriques (McKhann et al., 2011, Chertkow et al.,
2013). Le trouble neurocognitif majeur, tel que défini dans la cinquieme édition du
DSM (DSM-V), est un syndrome qui peut étre caractérisé par des déficits cognitifs
multiples qui incluent des troubles de la mémoire et I'atteinte d’au moins un autre
domaine cognitif, un déclin général par rapport aux aptitudes cognitives
antérieures et une perturbation des activités de la vie quotidienne. Le diagnostic
probable de la MA, porté a l'aide du DSM-V, repose sur l'identification clinique de
ces déficits cognitifs (Tableau 1) et sur les données paracliniques fournies par des
examens complémentaires (examens cliniques, neuropsychologiques et

biologiques, imagerie, etc.).



Tableau 1 Outil diagnostique de la MA

A. Apparition de déficits cognitifs multiples, comme en témoignent a la fois :
1. une altération de la mémoire (altération de la capacité a apprendre des informations
nouvelles ou a se rappeler les informations apprises antérieurement) ;
2. une (ou plusieurs) des perturbations cognitives suivantes :
a. aphasie (perturbation du langage)
b. apraxie (altération de la capacité a réaliser une activité motrice malgré des
fonctions motrices intactes)
c. agnosie (impossibilité de reconnaitre ou d’identifier des objets malgré des
fonctions sensorielles intactes)
d. perturbation des fonctions exécutives (faire des projets, organiser, ordonner dans
le temps, avoir une pensée abstraite).

B. Les déficits cognitifs des criteres A1 et A2 sont tous les deux a l'origine d’'une altération significative
du fonctionnement social ou professionnel et représentent un déclin significatif par rapport au niveau
de fonctionnement antérieur.

C. L’évolution est caractérisée par un début progressif et un déclin cognitif continu.

D. Les déficits cognitifs des critéres A1 et A2 ne sont pas dus :

1. a dautres affections du systéeme nerveux central qui peuvent entrainer des déficits
progressifs de la mémoire et du fonctionnement cognitif (par exemple : maladie cérébro-
vasculaire, maladie de Parkinson, maladie de Huntington, hématome sous-dural,
hydrocéphalie a pression normale, tumeur cérébrale) ;

2. ades affections générales pouvant entrainer une démence (par exemple : hypothyroidie,
carence en vitamine B12 ou en folates, pellagre, hypercalcémie, neurosyphilis, infection
par le VIH) ;

3. ades affections induites par une substance.

E. Les déficits ne surviennent pas de fagon exclusive au cours de I'évolution d’un syndrome
confusionnel.

F. La perturbation n’est pas mieux expliquée par un trouble de I’Axe | (par exemple : trouble dépressif
majeur, schizophrénie).

Source : Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders V

Les patients ne survivent généralement que quatre a huit ans suivant le diagnostic
posé en clinique (Helzner et al., 2008, Xie et al., 2008). Actuellement, ce diagnostic
arrive tardivement dans I'évolution de la maladie, parfois jusqu'a dix ans aprés les
premiers dommages dans le cerveau, ce qui limite grandement les interventions

thérapeutiques possibles (Morris et al., 2009, Mintun et al., 2010).



1.1.2 Etiologie

La MA se présente sous deux formes, soit la forme familiale et la forme
sporadique. Moins de 1% des cas sont attribuables a la forme familiale qui se
manifeste plus précocement et qui est causée par des mutations dans les génes
APP, PSEN1 et PSENZ2 (Goate et al., 1991, Levy-Lahad et al., 1995, Sherrington
et al.,, 1995, 1996). Jusqu’a maintenant, 33 mutations dans 90 familles ont été
détectées pour le géne APP, 185 mutations dans 405 familles ont été identifiées
dans le cas de PSENT et 13 mutations dans 22 familles ont été recensées pour
PSENZ2 (www.molgen.vib-ua.be/ADMutations). Ces mutations, la plupart a haute
pénétrance et hérittes de fagon autosomale dominante, meénent a une
augmentation anormale de la quantité de peptides amyloides-béta (AB) dans le
cerveau, particulierement dans sa forme a 42 acides aminés (Kumar-Singh et al.,
2006, Bertram et al., 2009). La vaste majorité des patients est quant a elle atteinte
de la forme sporadique de la maladie qui représente 99% de tous les cas et qui se
manifeste de fagon tardive, habituellement aprés I'age de 65 ans. Malgré les
progrées énormes dans la compréhension de cette maladie ces vingt derniéres

années, les causes exactes restent toujours inconnues.

1.1.2.1 Facteurs de risques

Age

Bien que cela puisse sembiler trivial, 'age constitue le principal facteur de risque de
la MA. Lincidence annuelle de la maladie augmente dramatiquement avec I'age,
passant de 53 nouveaux cas diagnostiqués par tranche de 1000 personnes a I'age

de 65 ans aux Etats-Unis, & 170 nouveaux cas entre 'age de 75 et 84 ans, & 231



nouveaux cas a I'age de 85 ans ou plus (Hebert et al., 2001). A partir de 'age de

65 ans, l'incidence de la maladie double a tous les cing ans (Corrada et al., 2008).

Génétique

Des efforts considérables ont été déployés au cours des derniéres années afin
d’identifier et de mieux comprendre l'implication de différents facteurs de risque ou
de mutations génétiques dans la forme sporadique de la MA. La présence de
l'alléle €4 du géne APOE, lequel code pour une protéine jouant un réle crucial dans
le transport du cholestérol, constitue un important facteur de risque génétique
(Corder et al., 1993). La fréquence de I'alléle €4 dans la population générale est de
15% alors que chez les patients souffrant de la MA elle est de 40% (Farrer et al.,
1997). Les individus portant un allele €4 sont donc de trois a quatre fois plus
susceptible de développer la MA (Bertram et al., 2008). Cet alléle, découvert en
1993 par Strittmatter et ses collegues, contribue a la pathologie de la MA, d’'une
part en modulant le métabolisme et I'agrégation du peptide AB et, d’autre part, en
régulant directement le métabolisme des lipides au cerveau et les fonctions
synaptiques via les récepteurs APOE (Strittmatter et al., 1993, Deane et al., 2004,
Belinson et al., 2008). Par ailleurs, de vastes études d’association pangénomique
(GWAS) ont permis d’identifier au moins 10 loci jouant un rbéle dans le
développement de la MA. Ainsi, une variation dans les génes ABCA7, BIN1,
CD2AP, CD33, CLU, CR1, MS4A4E, MS4A6A, PICALM ou TREM2Z constituerait
un facteur de risque pour la MA (www.alzgene.org, Harold et al., 2009, Lambert et
al., 2009, Hollingworth et al., 2011, Jonsson et al., 2013). Il est intéressant de noter
que plusieurs de ces genes (CD33, CR1, CLU, MS4AE4/6A et TREM?Z2) sont
impliqués au niveau du systéme immunitaire et de linflammation (Jones et al.,

2010, Guerreiro et al., 2013).



Autres

Des études épidémiologiques ont permis d’identifier plusieurs facteurs de risques
non-génétiques. Ainsi, les études sur I'impact du diabéte dans le développement
de la MA ont permis d’établir un lien entre l'intolérance au glucose et l'incidence de
la MA (Ahtiluoto et al., 2010, Cheng et Christmas, 2011). Les personnes ayant un
diagnostic de diabéte de type 2 courent de 1,5 a 2 fois plus le risque de développer
la MA (Strachan et al., 2011) et 80% des patients atteints de la MA souffrent
également de diabéte (Janson et al.,, 2004). Par ailleurs, plusieurs études
suggérent qu’un indice de masse corporelle (IMC) élevé en milieu de vie est
associé a un déclin des fonctions cognitives (Dahl et al., 2010; Hassing et al.,
2010). De plus, la pratique d’une activité physique réguliere est associée a une
diminution du risque de développer la MA et a une prolongation de la survie des
patients atteints de la maladie (Lindsay et al., 2002, Scarmeas et al., 2011).
Certaines habitudes alimentaires ont également une influence sur la MA. Ainsi, un
apport alimentaire riche en calories provenant de gras saturés aurait pour effet
d’augmenter le risque de développer une déficience cognitive et la MA (Pedrini et
al., 2009, Panott et Greenwood, 2007). Inversement, des effets neuroprotecteurs
ont été attribués aux acides gras polyinsaturés de type oméga-3 (Calon et Cole,
2007, Cole et al.,, 2010). Dans l'ensemble, ces données suggérent que les
désordres métaboliques et I'alimentation ont un réle dans le développement de la
MA et ajoutent une raison de plus pour soutenir les efforts actuels de
sensibilisation a de saines habitudes de vie par la promotion de I'activité physique

et d’'une alimentation équilibrée.

1.1.3 Physiopathologie



La description faite, en 1907, par le neurologue Alzheimer d'une signature
histopathologique particuliere dans le cerveau dune patiente a permis de
caractériser pour la toute premiére fois la maladie de facon post-mortem. Encore
aujourd’hui, la pathologie est définie par deux types de lésions, soit une
accumulation anormale de peptides AP dans le cerveau qui forment les plaques
amyloides et une conversion de la protéine tau soluble en une forme insoluble
hyperphosphorylée qui donne naissance aux enchevétrements neurofibrillaires
(Hyman et al., 2013). A cela viennent s’ajouter d’autres anomalies telles qu’une
inflammation importante au cerveau, des déficits synaptiques et une atrophie

corticale (Querfurth & LaFerla, 2010).

1.1.3.1 Plaques amyloides

Les plaques amyloides sont localisées principalement dans I'hippocampe et dans
les régions corticales (Gouras et al., 2000). Ces plaques se développent suite a
'agrégation d’'un peptide de 36 a 43 acides aminés, appelé AP, issu du clivage
successif de la protéine transmembranaire précurseur du peptide AR (APP), située
sur le chromosome 21, par les enzymes (3 et y-sécrétase (Selkoe, 1998, Evin et
Weidemann, 2002, Haass et al., 2012) (Figure 1). Le peptide Ap1-40 est la forme
la plus abondante alors que le peptide AB1-42, plus hydrophobe, compose
majoritairement les plaques amyloides (Jarrett et al., 1993, lwatsubo et al., 1994).
La formation de ces plaques débute par un changement de conformation du
peptide AB, passant d’hélice alpha a feuillet béta. La présence de ce feuillet béta
dans la structure du monomere faciliterait sa polymérisation en courts oligoméres
solubles. Ces derniers s’assembleraient pour former de larges fibrilles insolubles

qui se déposeraient ensuite sous forme de plaques amyloides dans le cerveau



(Sandberg et al., 2010, Lee et al., 2011). L’accumulation anormale du peptide AR
dans le cerveau peut étre le résultat d’un déséquilibre entre le niveau de
production et de clairance du peptide AB (Mawuenyega et al., 2010, Saido &
Leissring, 2012).

Clivage
amyloidogénique

sAPPB
B-sécrétase Peptide
AB

- I J Membrane
>
o

cellulaire

Cytoplasme
y-sécrétase
AICD

Neurone

Noyau \ Peptide AB

Enchevétrements

neurofibrillaires \

Oligomeres

Plagues amyloides

Figure 1 Pathologie amyloide et tau

Le clivage par les enzymes 8 et y-sécrétase a l'intérieur de la séquence du peptide
A initie le métabolisme de la voie amyloidogénique. Le fragment sAPPg est libéré
dans l'espace extracellulaire tandis que le fragment AICD est translocalisé au
noyau et module l'expression de plusieurs genes comme GSK36, p53 et la
néprilysin.

Parmi les nombreux facteurs impliqués dans la MA, l'agent toxique dominant
semble étre le peptide AB (Hardy et al., 2009, Mohamed et al., 2011). Cette théorie

est appuyée par plusieurs observations. D’abord, la surexpression de la protéine



APP chez les gens souffrant de trisomie 21 entraine le développement précoce
d’'une neuropathologie similaire a la MA (Sanchez et al.,, 2011). Ensuite, les
mutations causant la forme familiale de la maladie ont été identifiées dans le géne
APP ainsi que dans une enzyme responsable de son clivage. L’hypothése de la
cascade amyloide vient structurer ces observations. Formulée par Hardy et
Higgins en 1992, elle suggére que le déséquilibre entre la production et
I'élimination du peptide AR méne a I'accumulation de celui-ci dans le cerveau sous
forme de plaques et que ce phénomeéne constitue I'éveénement central a l'origine
de la MA (Hardy & Higgins, 1992). Cette hypothése a été légerement modifiée au
fil des années en raison d’'une corrélation imparfaite entre la perte de capacités
cognitives et 'abondance des plaques amyloides (Price et al., 2009, Savva et al.,
2009). En effet, chez plusieurs modéles murins transgéniques APP, la perte
neuronale et les déficits cognitifs surviennent avant la formation de plaques
amyloides (Mucke et al., 2000, Cheng et al., 2007). Des recherches récentes
soutiennent que la neurotoxicité ne serait pas attribuable aux plagues amyloides
directement comme le pensaient Hardy et Higgins, mais serait plutét due au
peptide AB sous sa forme oligomérique soluble (Glabe et al., 2006, Noguchi et al.,
2009, Benilova et al., 2012). D’ailleurs, le niveau d’oligoméres dans cortex frontal
de patients souffrant de la MA s’est révélé étre 70 fois plus élevé que chez des
individus sains (Gong et al., 2003). En assumant que la neurotoxicité se mesure en
terme de mort neuronale et de perte synaptique, une vaste gamme d’oligomeéres a
été identifiée comme neurotoxique (Bitan et al., 2003, Cleary, 2005, Lashuel et al.,
2006). Ainsi, plusieurs études, menées dans différents modéles animaux ainsi que
chez des patients atteints de la MA, ont montré que les déficits mémoires sont
causés par la présence d’oligoméres d’AB dans le cerveau (Lesné et al., 2006,
Oddo et al., 2006, Cheng et al., 2007, Shankar et al., 2008). Les synapses et plus

particulierement les compartiments post-synaptiques seraient les principales cibles
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de la toxicité d’AB (Selkoe, 2002). En effet, on rapporte que les oligomeres d’AB
induisent une diminution de la densité d’épines dendritiques, altérent la plasticité
synaptique et interférent avec la mémoire (Klyubin et al., 2008, Shankar et al.,
2006). Cependant, les mécanismes d’action exacts par lesquels les oligoméres
d’AB causent des déficits synaptiques ne sont encore que partiellement connus

(Benilova et al., 2012).

1.1.3.2 Enchevétrements neurofibrillaires

La protéine tau est associée a plusieurs maladies neurodégénératives appelées
taupathies (Igbal et al., 2005). Le géne fau est situé sur le chromosome 17 et son
ARN messager est épissé de fagon alternative pour former six isoformes différents
contenant tous un domaine liant les microtubules et 85 sites de phosphorylation
(Hanger et al., 2007). La protéine aurait entre autres comme fonction de stabiliser
les axones via sa liaison a la tubuline, principale composante des microtubules
(Hanger et al., 2009) et de participer a la neurotransmission en régulant la
distribution de molécules de signalisation synaptiques a l'intérieur des neurones
(Morris et al., 2011). En condition pathologique, la protéine tau est
hyperphosphorylée (10 moles de phosphate/molécule ou plus) ce qui diminue
drastiquement sont affinité pour les microtubules (Bramblett et al., 1993, Alonso et
Martinez, 2004) et entraine son dépét dans le cytosol des neurones affectés sous
forme de fibrilles. Cette accumulation serait particulierement marquée dans les

dendrites et interfererait avec la transmission neuronale (Hoover et al., 2010).

Chez les patients souffrant de la MA, l'apparition ainsi que la localisation de la

pathologie tau dans le cerveau suit un patron relativement similaire. Elle apparait
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d’abord dans le cortex entorhinal et transentorhinal puis se propage vers
'hippocampe et lisocortex (Braak & Braak, 1995). Les mécanismes d’action
exacts par lesquels ce déplacement s’opererait ne sont que partiellement connus.
L’équipe du Dr Duff a montré que la pathologie tau initiée dans le cortex entorhinal
diffuserait vers d’autres zones d'un neurone a lautre le long des circuits
synaptiques (Liu et al.,, 2012). L’analyse de la pathologie tau chez les patients
diagnostiqués avec la MA révéle une corrélation significative avec le déclin cognitif
et les symptdmes cliniques (Tremblay et al., 2007, Savva et al., 2009, Nelson et

al., 2012).

La compréhension de la pathologie Alzheimer est encore aujourd’hui limitée. La
relation entre les plaques amyloides et les enchevétrements neurofibrillaires a
donné lieu, au fil du temps, a de nombreux débats dans la communauté
scientifique. L’hypothése qui supporte le mieux les connaissances actuelles stipule
que I'accumulation du peptide AR précederait la pathologie tau et favoriserait son

apparition (Gotz et al., 2001, Oddo et al., 2003, King et al., 2006).

1.1.4 Aspects neuroimmunologiques de la MA

L’'immunité innée est traditionnellement reconnue comme la toute premiére ligne
de défense de l'organisme. |l a été établi, au début des années 2000, que
limmunité innée est non seulement sollicitée en contexte dinfection, mais
également lors de stress et de dommages cellulaires (Shi et al., 2003, Seong et
Matzinger, 2004). La réponse immune passe par la création d’'un milieu hostile
nécessaire mais qui peut se révéler dangereux pour les cellules environnantes de

I'hote.
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Supportant difficlement les conséquences d’'une réponse immunitaire agressive, le
cerveau est un organe qui bénéficie d’un environnement immunologiquement
privilégié. Ainsi, la barriere hémato-encéphalique (BHE) sépare physiquement le
cerveau du reste de l'organisme. Les cellules endothéliales qui constituent la BHE
présentent des caractéristiques particuliéres : elles sont unies les unes aux autres
par des jonctions serrées étanches, elles possédent une activité de pinocytose
presque nulle et n'’expriment que peu de molécules d’adhérence a I'état basal
(Bailey et al., 2006). Cette structure préserve ainsi 'homéostasie du systéme
nerveux central (SNC) nécessaire a une activité neuronale coordonnée et
adéquate. De ce fait, il n’existe qu’une trés faible infiltration leucocytaire au sein du
SNC sain. Les principales cellules effectrices de I'immunité innée du SNC sont les
cellules microgliales, des macrophages résidents du cerveau d’origine myéloide
(Gehrmann et al., 1995). La microglie assure une surveillance immunitaire

dynamique et participe a la maintenance tissulaire du parenchyme cérébral.

Les dommages tissulaires causés par les plaques amyloides et les
enchevétrements neurofibrillaires stimulent une réponse inflammatoire chronique
dans le cerveau des patients souffrants de la MA. Ce phénoméne peut étre
observé par le recrutement en quelques jours de cellules microgliales aux
pourtours de plaques amyloides nouvellement formées (Meyer-Luehmann et al.
2008, Yan et al. 2009). Ces dépoéts inertes de protéines anormales activent la
microglie ce qui induit un changement de phénotype fonctionnel permettant la
phagocytose des débris. L'internalisation de peptides AB ainsi que leur présence
dans les lysosomes de la microglie ont été observées (Bolmont et al.,, 2008).
L’activation chronique de la microglie enclenche une cascade d’événements pro-

inflammatoires qui convergent vers la transcription d'une variété de génes
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inflammatoires codant pour des molécules telles que des cytokines, des
chimiokines, des molécules du complément et des molécules d’adhésion (Rogers
et al., 2007). Ainsi, certains modéles murins de la MA (Tg2576, APPswe/PS1dE9),
tout comme les patients diagnostiqués avec la MA, affichent un niveau accru
d’interféron (IFN)-y, de fumor necrosis factor (TNF)-a, d’interleukine (IL)-1B et -6

(Wyss-Coray, 2006, Heneka et al., 2007).

1.1.5 Neurogénése

1.1.5.1 Généralités

Jusqu’a la fin du 20¢e siécle, le cerveau était considéré comme un organe dépourvu
de capacité régénératrice. Joseph Altman fut le premier scientifique a mettre en
lumiére I'existence d’une prolifération neuronale dans le cerveau de rats (Altman,
1962, 1965) Toutefois, il aura fallu attendre en 1992 les travaux de Gage et ses
collaborateurs chez I'humain pour s’en convaincre (Gage et al., 1992). La
neurogénése chez le mammifére adulte se limite a deux régions cérébrales, soit la
zone sous-ventriculaire (ZSV), située sous les parois des ventricules latéraux, et la
zone sous-granulaire (ZSG), localisée dans le gyrus denté de I'hippocampe (Figure
2). Ces niches germinatives abritent des cellules souches qui se divisent de fagon
asymétrique pour donner, d’'une part, une nouvelle cellule souche et, d’autre part,
une cellule progénitrice, vouée a se différencier en neuroblaste. Les neuroblastes
produits dans la ZSV migrent vers le bulbe olfactif en empruntant le courant rostral
de migration, tandis que ceux produits dans la ZSG migrent vers la région CA1 de
I'hippocampe (Ma et al., 2009a). Une fois parvenu a destination, le neuroblaste se

différencie en neurone fonctionnel, capable de propager un potentiel d’action, de
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former des synapses et de s’intégrer dans une voie neuronale pré-existante (Van
Praag et al., 2002). Les neurones immatures vont exprimer une variété de facteurs
en fonction de leur stade de développement (Figure 2). L’expression de DCX et
PSA-NCAM exclusivement dans les neurones nouvellement formés en font des
marqueurs de neurogénése idéaux (Couillard-Despres et al., 2005). Spalding et al.
ont montré que, chez '’humain, prés de 700 nouveaux neurones sont générés par
jour dans I'hippocampe, ce qui correspond a un taux de renouvélement annuel de
1,75% (Spalding et al., 2013). Bien que les implications fonctionnelles précises de
la neurogénése font toujours 'objet d’intenses recherches, il est devenu de plus en
plus évident qu’elle contribue aux fonctions cognitives. En effet, plusieurs études
utilisant l'irradiation ou la modification génétique pour atténuer la neurogénése
chez des rongeurs ont montré une diminution de la capacité d'apprentissage et un
déficit de la mémoire spatiale et de travail (Snyder et al., 2005, Winocur et al.,

2006, Deng et al., 2010).
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Figure 2 La neurogénése adulte

Représentation de la structure du cerveau murin en coupe horizontale. La
prolifération dans la zone sous-ventriculaire (ZSV) a lieu dans la paroi interne du
ventricule latéral (VL), ou les cellules souches se divisent pour générer les cellules
transitoires, qui, a leur tour, donnent naissance a des neuroblastes qui vont
voyager via le courant de migration rostrale (RMS) vers leur destination finale dans
le bulbe olfactif. La prolifération dans la zone sous-granulaire (ZSG) s'opére dans
le gyrus dentelé (GD) et les neuroblastes produits vont, quant a eux, coloniser
I'hippocampe (HP). Différents facteurs sont exprimés successivement par les
cellules tout au long de leur différentiation. Abréviations : DCX : doublecortine,
GFARP : Glial fibrillary acidic protein NeuN : Neuronal Nuclei PSA-NCAM : polysialic
acid-neuronal cell adhesion molecule

16



1.1.5.2 Neurogénese et MA

Au cours des dernieres années, un nombre important d’études ont mis en
évidence une altération marquée de la neurogénése adulte chez différents
modeles transgéniques de la MA. En raison de la diversité des parameétres
expérimentaux utilisés d’une étude a l'autre, il existe des divergences importantes
dans la littérature. Une minorité d’études menées dans des modéles animaux
(PS1(A246E), J20, SAMPS8) supportent une augmentation du nombre de nouveaux
neurones (Chevalier et al., 2005, Lopez et al., 2007, Gang et al., 2011) alors que la
vaste majorité des études (PS1(M146V), 3xTg-AD, APPswe/PS1dE9) rapportent
une diminution de la neurogénése (Choi et al., 2008, Blanchard et al., 2010,
Demars et al., 2010, Faure et al., 2011, Hamilton et al., 2012, Shruster et Offen,
2014). Des résultats contradictoires sont également observés chez les patients
souffrant de la MA. Jin et al. ont observé, chez 14 patients, une augmentation de
'expression de doublecortine (DCX), TUC-4 et PSA-NCAM, des marqueurs de
neurogénése indiquant la présence de neurones immatures nouvellement formés
(Jin et al., 2004). Suite a ces travaux, il a été proposé que la neurogénése agirait a
titre de mécanisme compensatoire visant a remplacer les neurones perdus au
cours de la maladie. Au contraire, d’autres études montrent plutét une diminution
des cellules progénitrices dans la ZSV, soutenant I'hypothése que la baisse de la
neurogénése contribuerait aux déficits cognitifs observés dans la MA (Ziabreva et
al.,, 2006, Crews et al., 2010). D’ailleurs, la stimulation de la neurogénese
permettrait d’atténuer les déficits cognitifs chez la souris transgénique (Chadwick

et al., 2011, Shruster et Offen, 2014).
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1.2 Les modéles murins de la MA

Les modéles murins de la MA ont un role essentiel a jouer a la fois dans notre
compréhension de la pathogenése mais aussi dans le développement et la
validation de différentes stratégies thérapeutiques. La MA est une maladie
complexe qui se manifeste par une variété de désordres et pour laquelle les
causes exactes, sans doute multiples, demeurent encore a ce jour méconnues.
Par conséquent, I'élaboration d’'un modéle animal mimant fidélement la maladie
représente un défi de taille. Les souris transgéniques actuellement disponibles
développent des caractéristiques neuropathologiques retrouvées dans la MA,
telles une accumulation du peptide AB, une perte neuronale, une pathologie tau
et/ou des troubles cognitifs. Cependant, aucun modeéle n’est en mesure jusqu’a
maintenant de récapituler simultanément a lui seul 'ensemble des aspects de la
maladie. Une bréve description des principaux modéles utilisés en recherche se

trouve dans le Tableau 2.

Tableau 2 Modéles murins de la MA

Souris Génotype Promoteur
JAPPIPST APPswe (K595N/M596L) « .
PS1(A246E) X
L hep2s APPswe (K670N/M671L) Thy1 X X
Tg2576 APPswe (K67ON/M671L) HCMV X X
PDAPP APPT70 (VT17F) PDGF-p X
) APPswe (KETON/MBT1L)
3xTgAD tau (P301L) Thy1.2 X X X X
o PS1(M146V)
APPswe (K670N/MB71L)
5xFAD APP (I716V)
' Thy1 X X X
P APP(VT7171)
PS1(M146L/L286V)
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Actuellement, le modele murin triple transgénique 3xTg-AD s’impose comme
modele de référence (Bilkei-Gorzo, 2013). Dans le but de se rapprocher le plus
possible de la neuropathologie humaine, Oddo et ses collaborateurs ont choisi de
co-injecter deux transgénes humains soit APPswedish et tau (P301L), tous deux
sous le contréle du promoteur Thy1.2, dans une souris PS1(M146V) knock in
(Oddo et al., 2003a). Bien qu’il n’ait jamais été démontré qu'une mutation de tau
soit impliquée dans la MA, I'ajout de ce transgéne permet d’obtenir un modele
murin triple transgénique présentant a la fois des plaques amyloides et des
enchevétrements neurofibrillaires. Il s’agit du seul modéle murin présentement
disponible arborant simultanément les deux pathologies. La souris 3xTg-AD
présente aussi d'autres caractéristiques majeures associées a la MA comme les
troubles cognitifs, la neuroinflammation, la réduction du volume vasculaire, la
baisse de neurogénése et les déficits synaptiques (Oddo et al., 2003, Bourasset et

al., 2009, Hamilton et al., 2010, Filali et al., 2012, Bories et al., 2012).

1.3 Les avenues thérapeutiques

Avec une incidence qui augmente de facon vertigineuse, la MA représente un
enjeu économique et social important mais aussi un défi thérapeutique majeur.
L’absence de marqueurs biologiques fiables et spécifiques ainsi que l'ignorance
des causes menant a l'initiation de la dégénérescence constituent des obstacles

majeurs a la découverte de traitements efficaces.

1.3.1 Traitements pharmacologiques actuels
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Jusqu’a maintenant, peu de médicaments sont offerts aux personnes souffrant de
la MA. Les traitements actuellement disponibles pour les stades modéré a sévéere
de la MA comprennent essentiellement deux classes de médicaments. Les
systémes de neurotransmetteurs basés sur I'acétylcholine et le glutamate sont
particulierement perturbés lors de la MA. L’acétylcholine est un neurotransmetteur
excitateur synthétisé a partir de la choline, libéré dans la fente synaptique puis
hydrolysé par une enzyme, I'acétylcholinestérase, située dans la membrane post-
synaptique (Scarpini et al.,, 2003). Un trouble de la neurotransmission
cholinergique causé par une carence en acétylcholine est observé chez les
patients atteints de MA (Arendt et al., 1992, Mesulam, 2013). Ainsi, la premiére
classe inclut les inhibiteurs de [l'acétylcholinestérase comme le donepezil
(Aricept®; Pfizer), la galantamine (Razadyne®; Johnson & Johnson) et la
rivastigmine (Exelon®; Novartis) qui permettent de pallier le dysfonctionnement
des neurones cholinergiques observé dans la pathologie. En inhibant la digestion
enzymatique, la concentration et la durée d’action de I'acétylcholine dans la fente
synaptique sont augmentées, rendant meilleure ['activation des récepteurs
cholinergiques (muscariniques et nicotiniques). Bien que limitée, I'efficacité de ces
médicaments sur les symptdmes cognitifs et les troubles de 'humeur a été
démontrée (Aisen et al.,, 2012; Gauthier et al., 2012). Les récepteurs NMDA,
activés par le glutamate, permettent linflux des ions calcium dans la cellule.
Toutefois, I'hyperactivation de ces récepteurs entraine un processus dégénératif
aboutissant a I'apoptose (Lipton, 2006). La deuxiéme classe comprend donc les
antagonistes de récepteurs NMDA comme la mémantine (Namenda®; Forest) qui
empéche la fixation du glutamate sur son récepteur, inhibant ainsi son effet
excitotoxique délétére pour le neurone post-synaptique. La mémantine améliore
modestement les performances cognitives des patients (Gauthier et al., 2008,

Hellweg et al., 2012, Wilkinson et al., 2014) et semble aussi avoir des effets sur la
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prévention et le traitement de I'agitation et des comportements agressifs que
présentent souvent les patients lors de I'évolution de la maladie (Wilcock et al.,
2008). Toutefois, ces médicaments n’exercent qu’'un effet symptomatique dont
bénéficient une minorité de patients traités. Aucun traitement disponible n’est en

mesure de ralentir la progression de la maladie.

1.3.2 Immunothérapie

Vu l'importance du rdle joué par le peptide AR dans le développement de la MA,
son élimination constitue une voie thérapeutique de choix. Les récents succes de
limmunothérapie dans le domaine du cancer ainsi que I'absence de molécule
pharmacologique efficace pour le traitement de la MA, font en sorte que
immunothérapie contre le peptide AB est actuellement 'un des meilleurs espoirs

thérapeutiques.

1.3.2.1 Immunisation active

L’immunisation active consiste a injecter un antigéne chez le patient dans le but
que celui-ci développe une réponse immunitaire débouchant sur la production
d’anticorps spécifiques. Ainsi, en 1999, Schenk et al. ont rapporté que
limmunisation active répétée avec le peptide AR chez la souris transgénique
APP/PS1 a permis une réduction des niveaux d’AB dans le cerveau et une
amélioration des fonctions cognitives (Schenk et al.,1999). Depuis, ces résultats
ont été reproduits dans plusieurs modéles murins (Janus et al., 2000, Morgan et
al., 2000, Dodart et al., 2002, Maier et al., 2006). Chez I'homme, une premiére

étude clinique de phase lla dans laquelle des patients atteints de la MA ont regu le
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vaccin AN-1792 (Elan/Wyeth), un peptide AB42 synthétique combiné a I'adjuvant
QS-21, a été mise sur pied en 2001. Les patients ont recu de une a trois doses du
vaccin et 19% ont produit des anticorps contre le peptide AB. Toutefois, I'étude a
été interrompue un an plus tard lorsque quatre participants ont développé des
effets secondaires sévéres (Orgogozo et al., 2003, Gilman et al., 2005). Au total,
6% des 298 patients traités ont souffert de méningo-encéphalite. L'immunisation
aurait induit une réponse auto-immune puissante contre le peptide AR endogéne
entrainant l'infiltration de lymphocytes T CD4+ dans le cerveau (Nicoll et al., 2003).
Enfin, malgré la diminution du niveau d’AB1-42 au cerveau chez 82% des patients,
'analyse des performances cognitives n’a pas permis de conclure a une diminution
de la progression de la maladie chez les patients ayant recu le vaccin (Holmes et
al., 2008, Zotova et al., 2013). Quelques années plus tard, les scientifiques ont mis
au point des vaccins de seconde génération. Ainsi, puisque I'épitope activant les T
CD4+ est situé dans la portion C-terminale d’AB, ces nouveaux vaccins sont
constitués uniquement de la portion N-terminale du peptide. Pfizer teste
actuellement en étude clinique de phase Il le vaccin ACC-001 (Ryan et Grundman,
2009). Un autre vaccin, le CAD106, développé par Novartis Pharmaceuticals et
constitué de plusieurs copies du fragment AB1-6, s’est montré sécuritaire et bien
toléré en phase | (Winblad et al., 2012, Kingwell, 2012). Une étude clinique de
phase Il vérifiant son efficacité s’est terminée en 2012 et les résultats seront

connus prochainement.

1.3.2.2 Immunisation passive

L’'immunisation passive, jugée moins risquée et mieux contrdlable que

limmunisation active, consiste a injecter par voie intraveineuse des anticorps
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monoclonaux spécifiques a AB afin de capturer et éliminer le peptide. In vitro, les
anti-Ap ont la capacité non seulement d’inhiber la cytotoxicité des agrégats d’Ap
mais également de les dissoudre (Solomon et al., 1997). /n vivo, plusieurs études
précliniques menées dans différents modéles murins de la MA ont montré que
linjection d’anti-AB permet de réduire la charge cérébrale d’AB ainsi que
d’améliorer certaines fonctions cognitives (Bard et al., 2000, DeMattos et al., 2001,
Kotilinek et al., 2002, Lombardo et al., 2003, Wilcock et al., 2004, Asami-Odaka et
al., 2005, Lee et al., 2006). Toutefois, I'immunisation passive chez la souris induit
certains effets secondaires sérieux comme l'apparition de microhémorragies

(Wilcock et al., 2004, 2009, Li et al., 2012).

Chez 'humain, plusieurs études cliniques de phase l/ll/lll ont déja été réalisées
avec une demi-douzaine de formulations différentes et cing sont toujours en cours
(Tableau 3). Le Bapineuzumab (Pfizer, Jonhson & Jonhson) a été le premier
anticorps a étre utilisé en immunothérapie passive chez les patients souffrant de la
MA. Il s’agit d’'une version humanisée de I'anticorps murin 3D6 spécifique au
fragment N-terminal d’AB (AB1-5) qui posséde une mutation dans la région Fc
réduisant I'activation des fonctions effectrices du systeme immunitaire. Lors d’'une
premiéere étude clinique de phase Il, 124 patients diagnostiqués avec la MA ont été
traités a toutes les 13 semaines sur une période de 18 mois avec le
Bapineuzumab. Aucune amélioration significative des fonctions cognitives n’a été
rapportée. De plus, 12 des 124 patients ont développé un cedéme cérébral
vasogénique (Salloway et al., 2009). Dans une plus petite étude réalisée au
Royaume-Uni et en Finlande, une réduction significative des dépbts d’Ap a été
mesurée par imagerie chez les patients aprés 78 semaines de traitement (Rinne et
al., 2010). Deux autres études cliniques de phase IIl ont débuté en 2007 auprés de

2452 patients diagnostiqués au stade léger a modéré de la maladie
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(NCT00575055, NTC00574132). Une des deux études comprenait uniquement
des patients porteurs de l'allele ApoE €4. Malheureusement, les résultats n’ont
montré aucun bénéfice cognitif ou fonctionnel et ont entrainé 'abandon des autres

essais en cours (Salloway et al., 2014).

Le solanezumab (Eli Lilly & Co.), un anticorps monoclonal humanisé ciblant une
région centrale du peptide AB (AB13-28), offre plusieurs avantages
comparativement a son concurrent, le Bapineuzumab. D’abord, le solanezumab
reconnait spécifiquement la forme monomeérique soluble du peptide AB alors que le
bapineuzumab se lie aux plaques amyloides (Seubert et al., 2008). De plus,
contrairement au bapineuzumab, aucun oedeme cérébral vasogénique n'a été
rapporté (Siemers et al., 2008, 2010). Deux études cliniques de phase lll, appelées
EXPEDITION-1 ET -2, ont été menées chez 2052 patients diagnostiqués au stade
léger a modéré de la maladie sur une période de 80 semaines (NTC00905372,
NTC00904683). L'analyse des résultats ne révele aucune amélioration cognitive
ou fonctionnelle (Doody et al., 2014). Toutefois, lorsque les résultats des deux
études cliniques sont combinés, on constate un ralentissement de 34% du déclin
cognitif et une amélioration des fonctions exécutives chez un sous-groupe de
patients, soit ceux qui sont au stade léger de la maladie (Doody, 2012, Tayeb et
al.,, 2013). L’an dernier, Eli Lily & Co. a démarré I'étude EXPEDITION 3,
comprenant uniquement des patients a un stade léger (n=2100) afin de confirmer
les résultats obtenus précédemment (NTC01900665). En paralléle, le
Solanezumab a été sélectionné pour une étude préventive de phase Il/lll chez 210
volontaires asymptomatiques et porteurs d’'une mutation dans les genes APP, PS1

ou PS2 (NTC01760005).
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Tableau 3 Essais cliniques d'immunothérapies dans la MA de 2011 a

2014
Produit Epitope 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 é
Interruption. Baisse 82%
AN1792 (Elan/Wyeth) AB1-42 d'AB. Pas d'impact sur les
fonctions cognitives.

CAD106 (Novartis) AB1-7 PHASE 2

Avenir

Immunisation
active
Vanitude cridificar (Pfizer) AB1-17 PHASE 2 A venir

Affitope ADO2 (Affiriis AG) N-terminal PHASE 2 A venir

Absence d'effet bénéfique.
Interruption des études.

Bapineuzumab (Pfizer) AB1-5 PHASE 2/3

Absence d'effet bénéfique.

Ponezumab (Pfizer) AB33-40 S /2 Interruption des études.

Absence d'effet bénéfique.
Solanezumab (Eli Lilly) Ap13-28 PHASE 2/3 Ralentissement du déclin
cognitif dans un sous-groupe

Immunisation
passive

Crenezumab (Genentech) Oligomeres PHASE 2 A venir

Diminution de la charge
amyloide.

Gantenerumab (Hoffmann-

La Roche) AB3-12 et AB18-27 PHASE 2/3

1.3.2.3 Mécanismes d’action

Les mécanismes d’action par lesquels I'immunothérapie permettrait de diminuer la
charge amyloide au cerveau ont donné lieu a plusieurs hypothéses et font encore
a ce jours l'objet d’intenses recherches. Le premier mécanisme a avoir été proposé
fait appel au réle traditionnel d’opsonisation des anticorps et consiste a recouvrir
les plaques amyloides d’anticorps. Les anticorps stimuleraient, via les récepteurs
Fc, l'activité phagocytaire de la microglie ce qui permettrait de dégrader les
plaques (Bard et al., 2000, 2003, Wilcock et al., 2004, Dickstein et al., 2006).
D’ailleurs, l'augmentation du nombre de cellules microgliales activées a été
observée dans le cerveau des patients atteints de la MA (Yan et al. 2009). Un
deuxiéme mécanisme d’action reposerait sur la séquestration du peptide AB

soluble dans le cerveau, neutralisant ainsi sa toxicité synaptique (Yamada et al.,
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2009, Takamura et al., 2012). Ces deux premiéres approches impliquent une
entrée substantielle d'lgG dans le cerveau. Bien que plusieurs études valident
'aptitude des IgG a entrer dans le cerveau (Wilcock et al., 2004, Magga et al.,
2010, Paquin Proulx et al., 2012, St-Amour et al., 2013), la quantité minimale
nécessaire a atteindre des cibles thérapeutiques au cerveau demeure inconnue.
Le troisieme mécanisme possible suggere que la liaison des anticorps injectés par
voie intraveineuse aux peptides AB en circulation généere un gradient qui briserait
I'équilibre entre les compartiments sanguin et cérébral, favorisant ainsi I'efflux des
peptides AB du cerveau vers le sang (DeMattos et al., 2001, 2002, Deane et al.,
2003, Lemere et al., 2003). Toutefois, 'augmentation de peptides AR observée
dans la circulation suite a l'injection d’anticorps pourrait aussi étre expliquée par
une diminution de la clairance du peptide (Levites et al., 2006) (Figure 3). Ces
mécanismes d’action ne sont toutefois pas mutuellement exclusifs et différents

anticorps pourraient utiliser un ou plusieurs de ces mécanismes.

a Direct resolution b Microglial-cell mediated ¢ Peripheral sink hypothesis
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Figure 3 Mécanismes d'action potentiels des anticorps spécifiques au
peptide amyloide

Il existe trois mécanismes d’action possibles par lesquels les anticorps spécifiques
au peptide AB pourraient réduire la charge amyloide au cerveau : a) les anticorps
se lient au peptide AB I'empéchant de former des plaques, b) la phagocytose des
plaques est induite par la liaison des anticorps aux cellules microgliales via leur
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FcR c¢) les anticorps lient le peptide AB en circulation favorisant un efflux du
peptide dans le cerveau vers le sang. Adapté de Weiner et al., 2006.

1.4 Immunoglobulines intraveineuses

1.4.1 Généralités

Les immunoglobulines intraveineuses (IglV) sont des préparations thérapeutiques
d'immunoglobulines G (IgG) issues du fractionnement industriel de plasma
provenant de plusieurs milliers de dons de sang. Le produit final est composé de
90 a 99% d’lgG monomériques, de 1 a 10% de dimeéres d’IgG et de traces d’IgA et
d’'IgM (Siegel et al., 2011). Les IglV constituent donc un mélange hétérogéne
d’anticorps polyclonaux humains dont la spécificité représente [I'historique
immunologique des donneurs. La structure de base des IglV est illustrée dans la
Figure 4. Les principales fonctions effectrices des IglV passent par leur liaison aux

récepteurs Fcy (FcyR) (Ravetch et al., 2001).
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Figure 4 Provenance et structure biochimique des IglV

Les IglV sont isolées du plasma de plusieurs milliers de donneurs de sang sains.
Les IglV sont composées de deux chaines légeres identiques (23kD) et de deux
chaines lourdes identiques (50-70kD). Les chaines lourdes et légeres, d’'une part,
et les deux chaines lourdes, d’autre part, sont maintenues ensemble par des
ponts-disulfures inter-chaines ainsi que des liaisons non-covalentes. Des motifs
oligosaccharidiques sont attachés au domaine CHZ2 de Ila plupart des
immunoglobulines. La digestion par Ila papaine casse la molécule
d’immunoglobuline au niveau de la région charniére avant le pont disulfure inter-
chaine conduisant a la formation de 2 fragments, soit le Fab et le Fc.

Les IglV ont d’abord été utilisées comme une thérapie de remplacement de
défense immunitaire chez les patients ayant un diagnostic d’immunodéficience
primaire ou secondaire (Lemieux et al., 2005). Administrées a des doses allant
jusqu'a 0,6 g/kg de poids corporel, les IglV fournissent une défense contre de
potentiels agents infectieux chez des patients dépourvus d’anticorps ou possédant
des anticorps dysfonctionnels (Lemieux et al., 2005). Il y a maintenant plus de
trente ans, la découverte des proprietés anti-inflammatoires et
immunosuppressives des IglV a permis d’étendre leur utilisation a plusieurs

maladies auto-immunes telles que le thrombocytopénie immune , le syndrome de
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Guillain-Barré et la maladie de Kawasaki (Gelfand et al., 2012). Dans les derniéres
années, les IglV ont connu une hausse de popularité¢ pour le traitement
expérimental de nombreuses maladies pour lesquelles elles ne sont toutefois pas
encore approuvées par les organismes réglementaires (Santé Canada, FDA et
I’Agence médicale européenne) (Leong et al., 2008, Frauger et al., 2011). Dans
ces cas, les effets bénéfiques des IglV ne reposent que sur des observations

cliniques effectuées sur un nombre limité de patients.

1.4.2 Potentiel thérapeutique des IglV dans le traitement de la MA

Le sérum provenant d’individu en bonne santé contiendrait des auto-anticorps
dirigés contre le peptide AB (Geylis et al., 2005). Ces anticorps seraient en mesure
de se lier aux peptides et de ce fait, certains auteurs ont émis I'hypothése qu’ils
pourraient contréler la charge amyloide cérébrale (Kellner et al.,, 2009).
Cependant, une baisse d’anti-Ap a été observée dans le sérum des patients
souffrant de la MA (Du et al., 2001, Weksler et al., 2002) et la réactivité de ces
auto-anticorps diminue avec I'age et la progression de la maladie (Britschgi et al.,
2009). Ainsi, la présence d’anti-AB dans la préparation d’lglV a été utilisée
initialement pour mettre de I'avant son potentiel thérapeutique (Dodel et al., 2002,
Bach et al., 2012, Smith et al., 2013). De plus, une étude de la Fondation
Alzheimer’s Drug Discovery, utilisant des données médicales sur 20 millions de
personnes, associe la prise d’'IglV a une baisse de 42% du risque de développer la

MA sur cing ans (Fillit et al., 2009).

Plusieurs études in vitro et in vivo montrent que les IglV réduisent I'agrégation des

peptides AB, modulent la réponse neuro-inflammatoire et améliorent les fonctions
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cognitives (Dodel et al., 2002, Magga et al., 2010, Puli et al., 2012, Sudduth et al.,
2013, Gong et al., 2013). En 2004, une premiére étude pilote, effectuée chez cinq
patients souffrant de la MA a un stade léger a modéré qui ont regu 0,4g/kg d’lglV
sur une période de six mois, a montré une baisse de la concentration du peptide
AB dans le liquide céphalorachidien (LCR) ainsi qu’une amélioration cognitive chez
quatre d’entre eux (Dodel et al., 2004). Ces résultats ont été corroborés par une
autre étude pilote de 18 mois chez huit patients ou lI'on a observé une
augmentation d’anti-Ap dans le sérum, une diminution du niveau de peptides AR

dans le LCR et une stabilisation des fonctions cognitives (Relkin et al., 2009).

Devant ces résultats prometteurs, les trois géants pharmaceutiques Baxter, Grifols
et Octapharma ont soumis leur préparation commerciale d’lglV respective a des
études standardisées. Ainsi, Baxter a débuté en 2006 un essai clinique de phase Il
chez 24 patients qui ont recu 0,2 a 0,8 g/kg d’lglV (Gammagard®) a toutes les
deux ou quatre semaines. Des tests cognitifs et de l'imagerie par résonance
magnétique ont été pratiqués a tous les 3 mois pour évaluer I'état des patients.
Aprés 18 mois de traitement, les IglV semblent ralentir significativement le déclin
cognitif et retarder l'atrophie cérébrale (Relkin et al., AAN2010). Puis, toujours
chez les mémes patients, trois ans de traitement ont permis de montrer que les
IglV sont en mesure de stabiliser les fonctions cognitives et de ce fait, de
possiblement freiner la progression de la maladie (Relkin et al., AAIC2012). Par
conséquent, deux études cliniques de phase Ill ont été démarrées (NCT00818662,
NCT01524887). Pilotée avec la collaboration de I'Alzheimer’s disease cooperative
study, la premiere étude a comparé, sur 18 mois de traitement, 0,2 et 0,4 g/kg
d’IglV ou le placebo chez 390 patients. L’analyse des données n’a montré aucune
différence significative entre le traitement et le placebo. Toutefois, il semblerait que

les patients porteurs de I'allele ApoE €4 réponderaient de fagon plus favorable au
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traitement (Relkin, AA/C2013). Devant ces résultats négatifs, Baxter a annoncé en
mai 2013, via un communiqué de presse, 'abandon de la deuxiéme étude clinique,
qui devait se terminer en 2015, chez 530 patients répartis dans plusieurs pays. De
son coété, Octapharma s’est engagé en 2008 dans un essai clinique de phase Il
afin de tester l'efficacité de sa préparation d’'IglV Octagam®. Bien que les
conclusions n’aient montré aucune amélioration de I'état des patients (Dodel et al.,
2013), une deuxiéme étude de phase Il est actuellement en cours chez 50 patients
atteints de trouble cognitif léger (NTC01300728). Les résultats préliminaires
montrent une amélioration cognitive ainsi qu’un ralentissement de [I'atrophie
cérébrale chez les patients traités aux IglV (Kile et al., AAN2013). Enfin, Grifols
Biologicals a démarré en 2012 une étude clinique de phase Il/lll comprenant 350
patients avec sa préparation d’IglV Gamunex® qui est toujours en cours

(NTC01561053).

1.4.3 Problématique

La consommation annuelle en IglV a fait un bon spectaculaire au cours des
dernieres années (Figure 5). La découverte de nouvelles applications
thérapeutiques n’est pas étrangére a cette augmentation et pourrait avoir des
conséquences négatives sur la disponibilité des IglV. De plus, la quantité d’lglV
requise pour le traitement d’'une maladie, telle la MA qui touche des milliers de
personnes, dépasserait amplement la capacité actuelle d’approvisionnement en
plasma. Cette menace de pénurie fait pression sur un fournisseur tel qu’Héma-
Québec qui ne collecte que 12% du plasma nécessaire a préparer la quantité
d’lglV consommée annuellement au Québec et, par conséquent, se retrouve

dépendant du marché international. Malgré les résultats ambivalents des derniéres
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études cliniques, les IglV continuent de représenter un espoir thérapeutique
intéressant pour la MA. L'absence de consensus sur les mécanismes d’action des
IglV vient s’ajouter a la problématique. Il apparait donc impératif de mieux
comprendre les mécanismes d’action afin de faire une meilleure utilisation du

produit et éventuellement de développer des équivalents synthétiques.
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Figure 5 Distribution annuelle d'lglV par Héma-Québec entre 1999 et
2012

Source : Héma-Québec, Rapport annuel 2012
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Chapitre 2 Thématique de recherche

2.1 Objectif

L’augmentation de la consommation en IglV accroit les risques de pénurie de ce
produit pour lequel il n’existe encore aucun substitut pour le traitement des
immunodéficiences. Son utilisation dans le cadre d’essais cliniques chez les
patients diagnostiqués avec la MA a montré des effets bénéfiques intéressants. De
plus, des résultats encourageants ont été observés lors de travaux antérieurs dans
I'équipe des Drs Calon et Bazin (St-Amour et al., 2014). Ainsi, I'objectif de mon
projet de maitrise est d’explorer les mécanismes d’action potentiels des IglV chez
la souris transgénique 3xTg-AD, un modéle murin de la MA qui, une fois identifiés,
pourraient servir de base dans le développement éventuel d’'un équivalent

thérapeutique.

2.2 Hypothéses

L’accumulation du peptide AB constitue une composante pathologique importante
dans la MA. Des études effectuées dans notre laboratoire ont montré une baisse
du ratio AB42/AB40 soluble de 22% ainsi que de la concentration d’oligoméres de
56 KDa d’AB (AR*56) de plus de 60% chez la souris 3xTg-AD suite au traitement
aux IglV (St-Amour et al., 2014). Puisque les peptides AB sont les précurseurs des
plaques amyloides, nous posons comme premiére hypothése que des souris
3xTg-AD traitées aux IglV verront le nombre et |a taille de leurs plagues amyloides

diminués dans le cerveau.
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En périphérie, les IglV ont des effets anti-inflammatoires reconnus. lls ont la
capacité de se lier a certains récepteurs inhibiteurs exprimés a la surface de
cellules comme les macrophages et d’inhiber leur activation. Puisqu’il existe des
cellules apparentées aux macrophages dans le systéme nerveux central, nous
posons comme seconde hypothése que les IglV pourraient agir via un mécanisme

semblable dans le cerveau.

La neurogénése est altérée chez les patients souffrant de la MA (Crews et al.,
2010) ainsi que chez la souris transgénique 3xTg-AD (Hamilton et al., 2012).
Puisqu’il a été rapporté récemment dans la littérature que les IglV ont la capacité
de stimuler la neurogénése chez la souris APP/PS1 (Puli et al., 2012), nous
posons comme troisieme hypothése que cet effet sera également reproduit chez

notre modeéle de souris 3xTg-AD.

Finalement, puisque les IglV sont des préparations d'immunoglobulines hautement
hétérogénes et que plusieurs mécanismes moléculaires interviennent dans la MA,
nous posons comme quatrieme hypothése que les IglV pourraient interagir avec

certaines protéines impliquées dans la MA.
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Chapitre 3 Méthodologie

3.1 Animaux

Les souris triple transgéniques 3xTg-AD (n=37) ainsi que les souris contrdles
(C57BI/6x129/Sv) (n=38) étaient produites et hébergées a I'animalerie du Centre
de Recherche du CHU de Québec. Les deux groupes contenaient autant de males
que de femelles. Toutes les manipulations effectuées étaient approuvées par le

Comité de Protection des Animaux de I’'Université Laval.

3.2 Traitement aux IglV

Les IglV (Gamunex 10%) étaient obtenues de la compagnie Grifols Canada Ltd
(Mississauga, Canada). Parmis les diférentes préparations d’IglV disponiples sur le
marché, Gamunex offre celle qui contient le plus d'IgG (>99%) ansi que la demi-vie
la plus longue (37,5 jours). La MA étant une condition directement reliée au
vieillissement, le traitement des souris n’était effectué qu’a partir de I'age de 13
mois. A cet age, la neuropathologie est bien installée et serait équivalente aux
premiers stades de la maladie (trouble cognitif léger) (Oddo et al., 2003). Les
souris agées de 13 mois avaient regcu deux injections intraperitonéales par
semaine de 1,5 g/kg d’lglV sur une période de trois mois. Les préparations
commerciales d’lglV utilisent la glycine comme diluant afin de prévenir 'agrégation
des immunoglobulines. Etant donné qu’il n’existe pas de contréle protéique inerte
pour les IglV, la glycine (0,2 g/kg, 0.2M, pH 4.25) était utilisée comme contrdle
négatif. Le traitement des souris a été réalisé par Isabelle St-Amour dans le cadre

de ses travaux de doctorat.
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3.3 Préparation des tissus

Les souris étaient sacrifites a lage de 16 mois sous anesthésie
(xylazine/ketamine, 8/140 mg/kg) par perfusion intracardiaque avec 50 mL de PBS
contenant des inhibiteurs de protéases (Complete™, Roche, Indianapolis, IN) et de
phosphatases (1 mM de sodium vanadate et sodium pyrophosphate, 50 mM de
fluorure de sodium). Le cerveau des souris était récupéré et les deux hémisphéres
étaient séparés. Le premier hémisphere était post-fixé avec de la
paraformaldéhyde (PFA) 4% fraichement préparée et déposé dans une solution de
sucrose 20%. L’hémisphére était fractionné en coupes de 25 pm a l'aide d’'un
microtome et conservé a -20°C dans un liquide cryoprotecteur pour des analyses
histologiques. Le deuxiéme hémispheére était disséqué (cortex et hippocampe) et
conservé a -80°C. Ces manipulations ont été réalisées par Isabelle St-Amour dans
le cadre de ses travaux de doctorat. Le tissu congelé était homogénéisé dans huit
volumes de PBS (10mM potasium/sodium, 136mM NaCl, pH 7,4) contenant des
inhibiteurs de protéases (Complete™), des inhibiteurs de phosphatases (1 mM de
sodium vanadate et sodium pyrophosphate, 50 mM fluorure de sodium) ainsi que
10 pg/ml de pepstatin A. Les échantillons étaient soniqués a 3 reprises a intensité
maximale pendant 10 x 1 seconde et centrifugés a 100 000g pendant 20 minutes a
4°C. Le surnageant, contenant majoritairement des protéines cytosoliques, forme
ainsi la fraction soluble. Le culot généré était a son tour homogénéisé dans un
tampon de lyse (25 mM Tris*HCI pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium
deoxycholate, 0.1% SDS), puis soniqué a 3 reprises a intensité maximale pendant
10 x 1 seconde et centrifugé a 100 000g pendant 20 minutes a 4°C. Le surnageant

qui contient des protéines membranaires forme la fraction membranaire. Les
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fractions soluble et membranaire étaient conservées a -80°C pour des analyses en

immunobuvardage et en électrophorése en deux dimensions.

3.4 Analyses biochimiques

3.4.1 Immunofluorescence

Des lavages avec une solution de PBS (10mM potasium/sodium, 136mM NaCl, pH
7,4) étaient faits entre chacune des étapes décrites ci-apres. Les coupes de 25 pm
provenant de souris 3xTg-AD ou NonTg, traitées au IglV ou avec la solution
contrdle, étaient incubées pendant 15 minutes dans du peroxyde d’hydrogéne 3%
et bloquées dans du PBS contenant 5% sérum de cheval (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA) et 0,4% Trition X-100 pendant 2h a température
piece (TP). Ensuite, les coupes étaient incubées pendant 18h ou 48h a TP dans la
solution de blocage avec les anticorps primaires : souris anti-Ap (1:1000, Covance
Research Products, Princeton, NJ), lapin anti-Iba1 (1:1000; Wako, Richmond, VA),
chévre anti-DCX (1 :1000, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, TX). La
détection était réalisée en incubant les coupes pendant 2h a TP avec l'anticorps
secondaire approprié dans une solution de PBS 1% sérum de cheval et 0,4%
Triton X-100. Les coupes étaient disposées sur des lames, recouvertes de Mowiol
et scellées avec une lamelle. Les lames étaient visualisées grace a un microscope
a fluorescence EVOS FL Auto Cell Imaging System (Life Technologies, Carlsbad,
CA). Les images étaient analysées avec le logiciel /mageJ (National Institutes of

Health, Bethesda, MD).
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3.4.2 Immunobuvardage

Vingt microgrammes de protéines par échantillon provenant soit de la fraction
soluble ou membranaire étaient dilués dans du tampon Laemmli (4% SDS, 250
mM tris-HCI, 10% glycerol, 0.1% bleu de bromophenol, 2% B-mercaptoethanol) et
chauffés a 95°C pendant 5 min. Les protéines étaient séparées selon leur poids
moléculaire sur un gel de polyacrylamide (10%) par électrophorese. Les protéines
étaient transférées sur une membrane de PVDF 0,45 um (Millipore, Billerica, Etats-
Unis) qui a ensuite été bloquée dans du PBS-Tween 5% lait. Trois lavages de 10
min avec une solution de PBS-Tween (PBS, 0,1% Tween 20) étaient faits entre
chacune des étapes décrites ci-aprés. Les membranes étaient incubées pendant
18h avec les anticorps primaires : 6E10 (anti-AB) (1:1000), anti-GFAP (1:50000,
Abcam, Cambridge, MA), souris anti-tau humain (Tau13, 1:5000, Covance
Research Products, Princetown, NJ), souris anti-phospho tau (PHF-1, 1:500),
souris anti-phospho tau (AT270, 1:5000, Pierce, Rockford, IL), souris anti-tau
(CP13, 1:5000), chévre anti-DCX (1:1000), anti-PSA-NCAM (1:1000, Millipore,
Billerica, MA), anti-SOX2 (1:1000, Millipore, Billerica, MA), anti-BDNF (1:1000,
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, TX), lapin anti-Septin3 (1:20000,
Novus Biologicals, Oakville, ON), souris anti-Drebrin (1:500, Progen, Heidelberg,
Allemagne), lapin anti-YKL40 (1:10000, Lifespan Biosciences, Inc., Seattle, WA) et
lapin anti-visinine (1:40000, Genetex, San Antonio, TX). L’anticorps primaire anti-
actine produit chez la souris (1:40000, Applied Biological Materials, Richmond, BC,
Canada) était utilisé comme controle. La détection était réalisée en incubant les
membranes pendant 2h dans une solution de PBS-Tween supplémenté de 1%

d’albumine bovine (BSA) avec l'anticorps secondaire approprié couplé a la
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horseradish peroxidase (HRP) suivi de la solution chimiluminescente ECL™ Prime
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Les bandes étaient visualisées avec le
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare, Baie d'Urfe, Québec). L’analyse
quantitative était réalisée avec le logiciel Molecular Imaging Software (Carestream
Health, Rochester, NY) qui permet d’attribuer une densité optique (D.O.) relative a

chacune des bandes.

3.5 Analyse protéomique

3.5.1 Electrophorése en deux dimensions

Les protéines étaient précipitées avec la trousse 2D clean-up (GE Healthcare) afin
de soustraire les substances qui pourraient interférer avec la focalisation
isoélectrique puis diluées dans le tampon T8 (7M Urée, 2M Thio-urée, 3% CHAPS,
20 mM DTT, 5 mM TCEP). Pour la premiere dimension (séparation selon le point
isoélectrique), 200 ug étaient déposés sur des bandes de 24 cm d’/mmobiline Dry
Strip (GE Healthcare) de pH 4-7. La focalisation isoélectrique s’est faite avec
l'appareil IPGPhor (GE Healthcare) selon les instructions du fabricant. La
deuxiéme dimension (séparation selon le poids moléculaire) s’est effectuée sur un
gel de polyacrylamide de 12% dans l'appareil Ettan Dalt twelve System (GE
Healthcare). Pour chaque condition, quatre gels 2D étaient faits en paralléle. Les
gels étaient colorés avec le SYPRO® Ruby Protein Gel Stain (Life Technologies
Inc.) et photographiés avec le ProXpress scanner (Perkin Elmer). Toutes les
manipulations ont été effectuées en collaboration avec Gina Racine de la Plate-

forme de protéomique du Centre de recherche en infectiologie du CHU de Québec.
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3.5.2 Analyse d’'image

La détection des spots, le calcul de leur volume ainsi que I'analyse statistique de
ceux-ci étaient réalisés en utilisant le logiciel Progenesis Same Spots software
(Nonlinear Dynamics). Pour chaque spot, le volume relatif est exprimé en moyenne
+ SEM. Toutes les analyses ont été effectuées sous la supervision de Gina Racine
de la Plate-forme de protéomique du Centre de recherche en infectiologie du CHU

de Québec.

3.5.3 Digestion des protéines

Les spots d'intéréts étaient extraits du gel par Gina Racine en utilisant I'appareil
ProXcision_Spot cutter (Perkin Elmer), conservés dans 1% d’acide acétique puis
soumis a une digestion enzymatique avant I'analyse en spectrométrie de masse.
La digestion était réalisée avec I'appareil MassPrep liquid handling robot (Waters,

Milford, CU) selon les instructions du fabricant.

3.5.4 Spectrométrie de masse

Les analyses en spectrométrie de masse étaient effectuées a la Plate-forme de
protéomique du Centre de génomique de Québec, situé au Centre de recherche
du CHU de Québec. L'analyse des échantillons était exécutée par le spectromeétre
de masse TripleTOF 5600 plus (AB SCIEX, Concord, Canada), un appareil couplé
a un systéme de séparation des peptides HPLC et a une source nanospray. Une

fois recus, les résultats étaient analysés a I'aide du logiciel Scaffold3 (Mascot, OR).
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3.5.5 Analyses statistiques

Les analyses statistiques étaient effectuées avec le logiciel Prism 7 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne
avec l'erreur type de la moyenne (SEM). Les différences statistiques ont été
déterminé en utilisant I'analyse de variance a un facteur (ANOVA) et le test post-
hoc Fisher pour la comparaison entre les groupes. Le seuil statistique était fixé a

p<0,05.
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Chapitre 4 Résultats

4.1 Absence d’effet des IglV sur les pathologies amyloide et tau

Nous avons posé comme premiére hypothése que des souris 3xTg-AD traitées
aux IglV verront le nombre et taille de leurs plaques amyloides diminués dans le
cerveau. Afin de démontrer cette hypothése, la pathologie amyloide a d’abord été
visualisée dans le cortex en immunofluorescence sur des coupes de cerveaux de
souris 3xTg-AD traitées aux IglV (1,5g/kg) ou avec la solution contrdle (glycine)
(Figure 6). L’anticorps 6E10, qui cible la portion AB (acides aminés 1 a 16) de la
protéine précurseur APP, a été utilisé comme marqueur des plaques amyloides.
On observe un marquage intracellulaire qui correspond a la protéine APP située
dans la membrane des cellules ainsi qu'un marquage extracellulaire qui
correspond au peptide Ap libéré par le clivage amyloidogénique et aggrégé pour
former les plaques amyloides (Figure 6A). Afin de mesurer I'étendue de la
pathologie et de vérifier 'impact d’un traitement aux IglV sur celle-ci, un décompte
et un calcul de I'espace occupé par ces plaques ont été réalisés sur 10 coupes par
souris (n=6-8) (Figure 6B). De plus, une quantification de I'amyloide totale
contenue dans le cerveau des souris a été faite par immunobuvardage avec
I'anticorps 6E10 sur des extraits d’homogénats de cortex dans la fraction soluble
(n=19-25) (Figure 6C). Contrairement a notre hypothése de départ, le nombre de
plaques, I'aire occupée par ces plaques ainsi que la quantification dans le cortex

n’ont pas été significativement altérés par le traitement aux IglV.
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Figure 6 Quantification de la pathologie amyloide

A Image représentative du marquage des plaques amyloides dans le cortex par
immunofluorescence avec l'anticorps 6E10 (spécifique aux acides aminés 1 a 16
de la protéine APP) sur des coupes de cerveaux de 25 um de souris 3xTg-AD
(n=11) &dgées de 16 mois ftraités aux IglV ou avec la solution contréle.
Grossissement 10X. B Le nombre et 'aire des plaques ont été quantifies dans le
cortex. Les résultats représentent la moyenne +/- SEM de 6 souris Gly et 8 souris
IglV. Le test de Student a été utilisé pour la comparaison statistique. n.s., non
significatif. C Concentration d’amyloide totale dans les homogénats de cortex
fraction soluble déterminée par immunobuvardage avec lanticorps 6E10. Les
résultats de D.O. relatives exprimés en moyenne +/- SEM de 19 souris Gly et 25
souris 1glV proviennent de I'analyse de souris individuelles et sont représentatifs
de 'ensemble des résultats. Le test de Student non-apparié a été utilisé pour la
comparaison statistique. *P <0.05.
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La protéine tau contient plusieurs sites de phosphorylation et une vaste gamme
d’anticorps ont été produits afin de cibler 'une ou I'autre des ces phosphorylations.

Ceux utilisés dans le cadre de mes travaux sont identifiés a la Figure 7.
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Figure 7 Structure de la protéine tau

La protéine tau est constituée de 441 acides aminés. Elle contient quatre
domaines de liaisons aux microtubules (carrés noirs) et deux régions riches en
prolines (PRR). Les principaux sites de phosphorylation se retrouvant sur des
thréonine (T) et des sérines (S) sont indiqués sur la figure. Les anticorps
spécifiques a certaines de ces phosphorylations sont identifiés.

Afin de déterminer si les IglV ont un effet sur la pathologie tau, une composante
neuropathologie importante de la MA, une quantification des phosphorylations p-
ser 396/404, p-thr 181 et p-ser 202 a été réalisée par immunobuvardage (Figure
8A-B-C). Globalement, on observe un niveau de phosphorylation de la protéine tau
chez les souris 3xTg-AD nettement supérieur (>50%) a celui des souris NonTg
(Figure 8A-B-C). Bien qu’il n'y ait pas deffet statistiquement significatif du
traitement, on peut tout de méme observer une tendance a la baisse du niveau de
la phosphorylation p-ser 202 chez la souris 3xTg-AD traitée aux IglV (p=0,0571)
(Figure 8C). Nous nous sommes é€galement interessé au niveau d’expression de la
protéine tau totale humaine. Pour ce faire, I'anticorps Tau13, qui ne reconnait que
la protéine tau humaine, a été utilisé. Ainsi, seule la protéine tau exprimée par la

souris 3xTg-AD, qui posséde une mutation (P301L) pour le géne humain tau, est
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reconnue par I'anticorps (Figure 8D). Aucune modulation de la protéine totale n’a

été observée chez la souris 3xTg-AD suite a un traitement aux IglV.
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Figure 8 Quantification de la pathologie tau

Concentration de différentes phosphorylations de la protéine tau (A-B-C) ainsi que
de tau humain total (D) déterminée par immunobuvardage dans des homogénats
de cortex fraction soluble de souris 3xTg-AD dgées de 16 mois traitées aux IglV ou
avec la solution contréle. Les résultats exprimés en moyenne +/- SEM de 19 souris
Gly et 25 souris IglV proviennent de l'analyse de souris individuelles et sont
représentatifs de I'ensemble des résultats. Le test de TANOVA a 1 facteur a été
utilisé pour la comparaison statistique. *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, ****P
<0.0001.
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En résumé, le traitement aux IglV ne semble pas affecter la pathologie amyloide,

ni la pathologie tau, contrairement a notre hypothése de départ.

4.2 Baisse de l'activation de la microglie en présence d’iglV

Notre seconde hypothése veut que les IglV produisent des effets anti-
inflammatoires sur la microglie, qui représente le penchant cérébral des
macrophages que l'on retrouve en périphérie. Nous avons donc effectué des
analyses de la microglie chez la souris 3xTg-AD, afin d’explorer cette possibilité.
La microglie activée au sein du tissu cérébral lésé est identifiée par des
changements morphologiques et fonctionnels. Non-activée, la cellule est ramifiée
et possede plusieurs prolongements cytoplasmiques tandis que lorsqu’elle est
activée, la microglie perd ses ramifications et adopte une forme plutét amiboide
(Suzumura et al.,, 1991). La microglie a été visualisée par immunofluorescence
dans la région du cortex sur les coupes de cerveau de souris 3xTg-AD (Figure 9A,
panneaux de gauche). L’anticorps utilisé cible la protéine cytosolique Iba1 qui est
exprimée dans le cerveau uniquement par les cellules microgliales et les
monocytes sanguins qui peuvent infiltrer le cerveau. L’analyse des images révéle
un changement de conformation de certaines cellules microgliales (voir fleches)
passant de ramifiées a amiboides. Nous observons également une concentration
des cellules de morphologie amiboide en un point précis qui pourrait étre

interprétée comme une migration des cellules microgliales vers un site de lésion.
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Figure 9 Caractérisation de la microglie

A Double marquage en immunofluorescence avec les anticorps Ibal et 6E10
permettant de mettre en évidence l'activation et la co-localisation de la microglie et
des plaques amyloides. La fleche 1 montre une cellule microgliale de morphologie
ramifiée tandis que la fleche 2 montre une cellule de morphologie amiboide. B
Mesure de lintensité du marquage Iba1 par le logiciel ImageJ réalisée chez la
souris contréle et la souris 3xTg-AD. L’augmentation de la présence de la microglie
chez la souris transgénique est partiellement rétablie par le traitement aux IglV.
Les résultats représentent la moyenne +/- SEM de 9 souris Gly et 11 souris IglV.
Le test de TANOVA a un facteur a éteé utilisé pour la comparaison statistique.
Grossissement 20X. *P <0.05 ****P <0.0001.

Les plaques amyloides, reconnues comme une substance a éliminer par la

microgle, pourraient constituer ce site de Iésion. Ainsi, les plaques amyloides ont
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été marquées a l'aide de I'anticorps 6E10 (Figure 9A panneau du centre). Ensuite,
nous avons examiné la relation entre la position des plaques amyloides et des
cellules microgliales de morphologie amiboide. Nos observations montrent, en
effet, qu’il y a colocalisation entre les deux marquages (Figure 9A, panneaux de
droite). Ainsi, les plaques amyloides provoqueraient I'activation et la migration des

cellules microgliales chez la souris 3xTg-AD.

Tel que mentionné plus haut, la protéine cytoplasmique Iba1l est exprimée au
cerveau uniquement par les cellules microgliales et il a été montré que son
expression est augmentée en fonction de l'activation de la microglie (lto et al.,
2001, Imai & Kohsaka, 2002). Nous avons donc quantifié, a l'aide du logiciel
ImageJ, lintensité du marquage Iba1 chez les souris 3xTg-AD et NonTg afin de
confirmer qu’il y a une augmentation d’activité de la microglie chez la souris 3xTg-
AD. Nos résultats révelent effectivement une hausse chez la souris 3xTg-AD
comparativement a la NonTg. De plus, on observe que cette hausse est
partiellement rétablie avec le traitement aux IglV (Figure 9B). Globalement, ces
résultats nous suggérent que les plaques amyloides entrainent I'activation de la
microglie, qui se traduit par un changement de morphologie et une migration des
cellules autour des plaques, et que cette activation est significativement diminuée

suite a un traitement aux IglV.

4.3 Stimulation de la neurogénése adulte chez la souris 3xTg-AD

traitée aux IglVv

Se basant sur une étude antérieure (Puli et al., 2012), notre troisieme hypothéese

veut que les IglV aient la capacité de stimuler la neurogénése. Afin de vérifier cette
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hypothése, une analyse de la neurogénése a été réalisée dans I'hippocampe de

nos souris, soit le siege de la neurogénése adulte dans le cerveau.

D’abord, la neurogénése a été visualisée en immunofluorescence avec I'anticorps
DCX qui est spécifique aux neurones immatures (Figure 10A). La neurogénése
étant un phénomeéne qui régresse avec I'age, notre contréle positif provient d’'un
cerveau d’'une jeune souris male sacrifiée a 'age de 3 mois. La neurogénése dans
'hippocampe ne s’opére que strictement dans la ZSG. Ainsi, la présence de
cellules positives pour le marqueur DCX uniquement dans cette zone confirme la
spécificité du marquage. On observe une légere diminution de la quantité du
marquage chez la souris NonTg et une diminution marquée chez la souris 3xTg-
AD par rapport au controle positif (Figure 10A). Le décompte des cellules DCX
positives dans la ZSG, réalisé a l'aide du logiciel /mageJ, confirme nos
observations (Figure 10B). En paralléle, une quantification de la protéine DCX a
été faite par immunobuvardage. Les résultats montrent une diminution de la
quantité de DCX chez les souris 3xTg-AD par rapport a la souris NonTg traitées a
la solution contréle (Figure 10C). Contrairement a ce qu’'on a pu observer en

histologie, cette baisse est rétablie par le traitement aux IglV.
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Figure 10 Expression de la neurogénése dans la ZSG

A Image représentative du marquage de neurogénese dans la ZSG sur des
coupes de cerveaux de 25 um de souris NonTg et 3xTg-AD (n=11) 4gées de 16
mois déterminé par immunofluorescence. Les neurones immatures, mis en
évidence par l'anticorps DCX (vert), sont alignés le long de la ZSG du gyrus
dentelé. Le noyau des cellules a été coloré en bleu (DAPI). Grossissement 10X.
Barre = 400um B Diminution du nombre de cellules exprimant le marqueur DCX
chez la souris 3xTg-AD. Le test de 'TANOVA a un facteur a été utilisé pour la
comparaison statistique. =~ C-D Quantification de la neurogénese dans les
homogénats d’hippocampe fraction soluble et membranaire par imnmunobuvardage
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avec les anticorps DCX et PSA-NCAM. La diminution de I'expression de DCX et
PSA-NCAM chez la souris 3xTg-AD est compensée par le traitement aux IglV. E
Quantification du facteur neurotrophique BDNF dans les fractions soluble et
membranaire d’hippocampe par immunobuvardage. Les résultats exprimés en
moyenne +/- SEM de 19 souris Gly et 25 souris IglV proviennent de I'analyse de
souris individuelles et sont représentatifs de 'ensemble des résultats. Le test de
I'ANOVA a un facteur a été utilisé pour la comparaison statistique. *P <0.05, **P
<0.01, ™**P <0.0001.

Dans le but de confirmer ces résultats, nous avons refait un immunobuvardage,
mais cette fois-ci avec I'anticorps PSA-NCAM exprimé lui aussi par les neurones
immatures. Des résultats similaires ont été obtenus. En effet, la baisse de la
neurogénése observée chez la souris 3xTg-AD est corrigée par le traitement aux
IglV (Figure 10D). Toutefois, contrairement a nos attentes, on observe une baisse
de I'expression de PSA-NCAM chez les souris NonTg traitées aux IglV par rapport

aux mémes souris traitées a la glycine.

Enfin, le facteur neurotrophique Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)
contréle et stimule la neurogénése (Zigova et al., 1998, Benraiss et al., 2001,
Pencea et al., 2001, Bath et al., 2012). Afin de vérifier si le mécanisme d’action des
IglV se situe au niveau de BDNF, une quantification par immunobuvardage du
facteur neurotrophique a été effectuée (Figure 10E). Nos résultats montrent qu’il
n'y a pas de différence significative de la quantité de BDNF dans le cerveau des

souris traitées ou non avec les IglV.

En conclusion, nos résultats ont révélé une réduction de la quantité de la protéine
DCX exprimée dans I'hippocampe chez la 3xTg-AD qui est corrigée par le
traitement aux IglV. Cet effet bénéfique des IglV n’est cependant pas attribuable a

une modulation de la neurotrophine BDNF.
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4.4 Caractérisation du protéome cérébral de souris traitées aux IglV

Afin de mieux connaitre les interactions entre les IglV et le protéome cérébral des
souris traitées nous avons utilisé une approche protéomique qui emploie les

techniques de I'électrophorése 2D (Figure 11) et la spectrométrie de masse.
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Figure 11 Représentation schématique du principe de I'électrophorése
2D

Une fois la migration des protéines achevée dans la premiere dimension selon le
pl par focalisation isoélectrique, on effectue une migration perpendiculaire a la
premiére selon le poids moléculaire par électrophorese sur gel de polyacrylamide.
Les protéines, séparées selon ces deux criteres, se répartissent donc dans un
systeme a deux coordonnées permettant une résolution de haute qualité.
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Les protéines totales extraites de I'hippocampe de souris NonTg, 3xTg-AD-Gly et
3xTg-AD-IglV (n=3) ont été séparées selon leur point isoélectrique (pl) avec
gradient de pH 4-7 en premiére dimension puis selon leur poids moléculaire a
l'aide d’'un gel 12% acrylamide en deuxiéme dimension. La Figure 12 montre le

patron d’expression du protéome des souris NonTg, 3xTg-AD-Gly et 3xTg-AD-IglIV.

4 Point isoélectrique 7

Poids moléculaire (kDa)

3xTgAD-Glycine 3xTgAD-IglV

Figure 12 Electrophorése 2D d'homogénats de cerveaux

Patron d’expression des protéines totales de I'hippocampe de souris NonTg et
3xTg-AD traitées avec la solution contréle ou les IglV suite a leur migration d’abord
selon leur point isoélectrique (pH4-7), puis selon leur poids moléculaire (gel 12%
acrylamide). Les protéines se répartissent a lintérieur du gel selon les deux
dimensions. Les spots dont le volume est augmenté chez la souris 3xTg-AD
versus NonTg sont identifies en B (comparaison A/B) alors que les spots chez la
souris 3xTg-AD dont le volume est diminué avec le traitement aux IglV sont
identifiées en C (comparaison B/C).
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Le but étant d’identifier des spots qui different d’'une condition a l'autre, les gels ont
été comparés et analysés avec le logiciel Progenesis Same Spots. Dans un
premier temps, tous les gels de mémes conditions (n=3) ont été superposés pour
former une seule image, le bruit de fond a été supprimé et un total de 1921 spots a
été répertorié. Ensuite, le logiciel analyse la disposition (coordonnées
géographiques) de chacun des spots a travers le gel, I'intensité de ceux-ci et calcul
également leur volume. Enfin, Progenesis Same Spots compare d’'une condition a
l'autre les informations receuillies sur chaque spot. Il en résulte que trois spots
(#2031, 2550, 3762) ont un volume plus important chez les souris 3xTg-AD versus
les souris NonTg (Figure 12B) alors que cinq spots (#395, 1024, 3565, 3979, 4034)
ont un volume plus faible chez les souris 3xTg-AD traitées aux IglV par rapport a
celles traitées a la glycine (Figure 12C). Ces 8 spots ont été découpés puis
analysés en spectrométrie de masse. Cette technique a permis de révéler l'identité
des nombreuses protéines probables contenues dans chacun des spots (Tableau

4).
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Tableau 4 Résultats obtenus en spectrométrie de masse

Point Poids Nombre de Pourcentage
# spot Protéine isoélectrique moléculaire peptide de séquence
(p1) (kDa) unique couverte
KCRB_MOUSE Creatine kinase B-type [Mus musculus (Mouse) [10090]] 5,4 43 10 35,20%
3762 AATM_MOUSE Aspartate aminotransferase, mitochondrial [Mus musculus (Mouse) [10090]] 9,0 47 17 34,40%
AATC_MOUSE Aspartate aminotransferase, cytoplasmic [Mus musculus (Mouse) [10090]] 7,1 46 10 22,30%
Q505N7_MOUSE Sulfurtransferase [Mus musculus (Mouse) [10090]] 6,1 33 9 22,60%
2031 AOZNJ2_MOUSE 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase [Mus musculus (Mouse) [10090]] 35 4 20,10%
ECH1_MOUSE Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mitochondrial [Mus musculus (Mouse) [10090]] 7,6 36 4 13,50%
LGUL_MOUSE Lactoylglutathione lyase [Mus musculus (Mouse) [10090]] 5,2 21 18 53,80%
RB11B_MOUSE Ras-related protein Rab-11B [Mus musculus (Mouse) [10090]] 5,6 24 6 28,00%
PGRC1_MOUSE Membrane-associated progesterone receptor component 1 [Mus musculus (Mouse) 50 2 4 20,00%
[10090]]
2550 RHOB_MOUSE Rho-related GTP-binding protein RhoB [Mus musculus (Mouse) [10090]] 51 22 4 17,90%
Q50HX0_MOUSE RAB14 protein [Mus musculus (Mouse) [10090]] 59 24 3 15,80%
RAB7A_MOUSE Ras-related protein Rab-7a [Mus musculus (Mouse) [10090]] 6,4 23 3 15,00%
RAB5C_MOUSE Ras-related protein Rab-5C [Mus musculus (Mouse) [10090]] 8,6 23 2 10,60%
QOPD42_MOUSE Rab13 [Mus musculus (Mouse) [10090]] 23 2 9,41%
ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mitochondrial [Mus musculus (Mouse) [10090]] 52 56 26 51,60%
VIME_MOUSE Vimentin [Mus musculus (Mouse) [10090]] 5,0 54 15 35,00%
3565 ATX10_MOUSE Ataxin-10 [Mus musculus (Mouse) [10090]] 51 54 10 23,20%
AINX_MOUSE Alpha-internexin [Mus musculus (Mouse) [10090]] 54 56 8 17,10%
SSDH_MOUSE Succinate-semialdehyde dehydrogenase, mitochondrial [Mus musculus (Mouse) [10090]] 8,5 56 3 6,69%
GABT_MOUSE 4-aminobutyrate aminotransferase, mitochondrial [Mus musculus (Mouse) [10090]] 8,4 56 2 4,00%
ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mitochondrial [Mus musculus (Mouse) [10090]] 5,2 56 55 84,10%
ANXA7_MOUSE Annexin A7 [Mus musculus (Mouse) [10090]] 59 50 9 19,20%
VIME_MOUSE Vimentin [Mus musculus (Mouse) [10090]] 5,0 54 5 12,20%
1024 GABT_MOUSE 4-aminobutyrate aminotransferase, mitochondrial [Mus musculus (Mouse) [10090]] 8,4 56 4 9,40%
RIPL1_MOUSE RILP-like protein 1 [Mus musculus (Mouse) [10090]] 51 47 4 7,14%
SSDH_MOUSE Succinate-semialdehyde dehydrogenase, mitochondrial [Mus musculus (Mouse) [10090]] 8,5 56 2 4,59%
Q3UGSO_MOUSE Putative uncharacterized protein [Mus musculus (Mouse) [10090]] Succinyl-CoA ligase 6,6 42 2 80,00%
A2ALV3_MOUSE Endophilin-A1 [Mus musculus (Mouse) [10090]] 53 40 21 47,80%
4034 NDRG2_MOUSE Protein NDRG2 [Mus musculus (Mouse) [10090]] 5,2 41 7 21,80%
CN37_MOUSE 2,3-cyclic-nucleotide-phosphodiesterase [Mus musculus (Mouse) [10090]] 9,1 47 6 13,60%
KCRB_MOUSE Creatine kinase B-type [Mus musculus (Mouse) [10090]] 5,4 43 36 79,50%
CN37_MOUSE 2,3-cyclic-nucleotide 3-phosphodiesterase [Mus musculus (Mouse) [10090]] 9,1 47 18 35,20%
3979 Q8BUM1_MOUSE Putative uncharacterized protein [Mus musculus (Mouse) [10090]] Succinyl-CoA ligase 6,6 45 5 18,90%
F6Y6L6_MOUSE Cathepsin D (Fragment) [Mus musculus (Mouse) [10090]] 6,7 45 4 16,50%

Parmi 'ensemble des protéines identifiées, certaines d’entre elles ont retenu plus

particulierement notre attention de par leur nombres de peptide unique et leur

pourcentage de séquence couverte, soit 'ATP synthase, la vimentin, l'actin,

I'endophilin-A1, la TDP-43, la creatine kinase, la Rab11, la lactoglutathione lyase,

la RhoB et la Rab14 (Tableau 5). Le pourcentage de séquence couverte permet de

connaitre le ratio de peptides détectés par le spectromeéetre de masse contenus

dans une protéine donnée. Le nombre de peptides unique nous renseigne sur le

nombre de peptides uniques détectés par I'appareil qui sont contenus dans une

protéine donnée. C’est donc sur ces deux critéres que notre niveau de confiance

quant a l'identification d’'une protéines est basé.




Une confirmation par immunobuvardage de la modulation de certaines de ces
protéines soit par les transgénes soit par les IglV a été réalisée (Figure 13).
Seulement une des sept protéines dosées, soit la vimentin, s’est révélée étre
modulée par le traitement aux IglV. En effet, on observe une stabilité de
I'expression des protéines Rab11, Rab14, RohB, Endophilin-A1, ATP synthase et
creatine kinase selon les différentes conditions tandis qu’on dénote une baisse de

la quantité de vimentin chez la souris 3xTg-AD traitée aux IglV (Figure 13).

Tableau 5 Protéines d'intérét sélectionnées

Point Poids Nombre de PouLceIntage
#Spot | Identifiant Protéine Isoélectrique | moléculaire | peptides . efa

(p1) (kDa) uniques sequence

couverte
#3762 KCRB Creatine kinase B-type 5,4 43 10 35,20%
RB11B Ras-related protein Rab-11 5,6 24 6 28,00%
#2550 LGUL Lactoylglutathione lyase 52 21 18 53,80%
RHOB Rho-related GTP-binding protein RhoB 5,1 22 4 17,90%
Q50HX0 RAB14 protein 5,9 24 3 15,80%
#3565 ATPB ATP synthase subunit beta, mitochondrial 5,2 56 26 51,60%
#1024 ATPB ATP synthase subunit beta, mitochondrial 5,2 56 55 84,10%
VIME Vimentin 5,0 54 5 12,20%
#4034 Q3UGSO Putative uncharacterized protein : Actin 6,6 42 2 80,00%
A2ALV3 Endophilin-A1 5,3 40 21 47,80%
#3979 | Q8BUM1 Putative uncharacterized protein : TDP-43 6,6 45 5 18,90%
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Figure 13 Confirmation des résultats en protéomique

Quantification par immunobuvardage de différentes protéines identifiees par
spectrométrie de masse. Les résultats exprimés en moyenne +/- SEM de 8 souris
NonTg-Gly et 10 souris 3xTgAD de chaque groupe proviennent de l'analyse de
souris individuelles et sont représentatifs de 'ensemble des résultats. Le test de
I'ANOVA a un facteur a été utilisé pour la comparaison statistique. *P <0.05.
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Chapitre 5 Discussion

Notre compréhension de la MA, encore aujourd’hui trés limitée, empéche le
développement de stratégies thérapeutiques efficaces. Récemment, la
communauté scientifique a vu en les IglV un traitement pharmacologique de choix
suite aux travaux précliniques in vivo confirmant leur efficacité a atténuer certains
aspects de la MA (Dodel et al., 2004, Relkin et al., 2008, Magga et al., 2010, Puli
et al., 2012, Sudduth et al., 2013, St-Amour et al., 2014). Ce projet de maitrise a
été initié dans le but d’explorer les mécanismes d’action des IglV afin de prévenir
le risque d’une éventuelle pénurie qui serait liée a son utilisation a grande échelle

pour traiter la MA.

La présence d’anticorps polyclonaux spécifiques au peptide Ap dans les
préparations d’lglV suggére que leurs effets bénéfiques pourraient étre reliés a une
atténuation de la pathologie amyloide (Smith et al., 2014). Il a été montré, dans
notre équipe, qu’un traitement chronique aux IglV chez la souris 3xTg-AD conduit
a une réduction de 22% du ratio AB42/AB40 soluble ainsi que d’'une diminution
d’AR*56 de plus de 60% (St-Amour et al., 2014). Ainsi, puisque les plaques
amyloides résulte d’'une accumulation du peptide AR dans le cerveau et que cette
accumulation serait freinée par les IglV, nous nous attendions a observer
également un effet des IglV sur les plaques amyloides. Cependant, selon les
résultats obtenus dans le cadre de mes travaux, les IglV n’affectent ni le nombre ni
la taille des plaques amyloides présentes dans le cortex des souris 3xTg-AD. Ces
résultats ont été corroboré par une étude effectuée dans notre laboratoire sur la
souris 3xTg-AD ayant subi un traitement similaire qui montre que les IglV n'ont
aucun impact sur I'Ap insoluble ainsi que sur les plaques amyloides mais

seulement sur I’Ap soluble (St-Amour et al., 2014). L’absence d’effet des IglV sur
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les plagues amyloides a également été rapportée ex vivo sur des coupes de
cerveau provenant de souris APP/PS1 (Magga et al.,, 2010) et in vivo chez la
souris transgénique APdE9 traitée sur une période de 3 et de 8 mois (Puli et al.,
2012). De plus, les effets bénéfiques des IglV sur la pathologie amyloide observés
dans différentes études cliniques ne sont pas associés directement aux plaques
amyloides mais bien aux peptides Ap (Dodel et al., 2004). Ces évidences nous
suggerent donc que les IglV procureraient leurs effets bénéfiques en agissant
directement sur le peptide AP, bien avant que celui-ci ne s’agrége sous forme de
plaques. L'importance de traiter précocement les patients atteints de la MA, avant
méme l'apparition des plaques amyloides, est donc renforcée par ces résultats.
Dans le contexte ou il s’agit d'une maladie qui nécesste plusieurs décénnies de
dommages neuronaux avant de voir apparaitre les premiers symptomes cliniques,
une intervention précoce permettrait sans doute d’améliorer 'effet thérapeutique
des IglV (Grundman et al., 2013, Relkin et al., 2014). D’ailleurs, le groupe DIAN
(Dominantly Inherited Alzheimer’'s Network) a démarré un essai clinique chez des
volontaires asymptomatiques a risque de développer la MA dans le but de
déterminer si un traitement hatif serait en mesure de freiner la maladie (Bateman
et al., 2012). Dans le cadre de mes travaux, les souris ont débuté leur traitement
aux IglV a 'age de 10 mois. Il est donc probable qu'a ce moment le processus de
formation de plaques dans leur cerveau soit déja bien enclenché, limitant le
potentiel thérapeutique des IglV. Ainsi, il serait intéressant de traiter les souris plus
précocement afin de vérifier si la formation et 'abondance des plaques amyloides
en sont affectés. D’autre part, la faible quantité d’anti-Ap contenue dans les
préparations d’lglV pourrait expliquer I'absence d’effet sur les plaques amyloides.
Une solution pour pallier a cette rareté serait d’enrichir les préparations d’IglV en
anti-Ap (Loeffler, 2014). La forme la plus toxique d’Ap étant I'oligomere (Lesné et

al., 2006, Oddo et al., 2006, Cheng et al., 2007, Shankar et al., 2008),
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I'enrichissement des anticorps spécifiques a cette conformation serait une stratégie

a adopter.

Malgré la présence d’anticorps spécifiques a la protéine tau dans la préparation
d’IglV (Smith et al., 2013, 2014), les analyses biochimiques effectuées n’ont révélé
aucun effet du traitement sur la pathologie tau. Ces résultats ont également été
rapportés par St-Amour et collaborateurs (St-Amour et al., 2014). On peut donc se
demander si, comme dans le cas des plaques amyloides, au moment ou l'on

débute le traitement aux IglV, la pathologie n’est pas déja trop avancée.

Les plaques amyloides sont connues comme étant un déclencheur de
linflammation au cerveau. En corrélation avec la pathologie, on dénote une
augmentation de l'inflammation, mesurée en post-mortem par IL-1b, TNF-a et des
molécules du complément, dans le cerveau de patients atteints de la MA (McGeer
& McGeer, 2002). Chez la souris 3xTg-AD, on observe une augmentation du
nombre de cellules microgliales et de I'expression de TNF-a dans le cerveau par
rapport aux souris contréles (Janelsins et al., 2005). De plus, I'apparition de
linflammation chez ces souris coincide avec la survenue des déficits cognitifs
(Oddo et al., 2003, Billings et al., 2005). Une fois activée, la microglie entreprend la
phagocytose des plaques amyloides et sécréte une variété de cytokines pro-
inflammatoires telles que IL-1b, TNF-a et IL-6 (Sheng et al., 1997, Wegiel et al.,
2003). A long terme, I'inflammation devient chronique et endommage les neurones
environnants. Mes travaux ont permis de mettre en évidence la présence de
cellules microgliales affichant une morphologie amiboide autour des dépoéts
extracellulaires d’Ap chez la souris 3xTg-AD, confirmant I'activation de la microglie
en présence des plaques amyloides. L’augmentation de I'activation de la microglie

chez la souris 3xTg-AD est partiellement corrigée par le traitement aux IglV,
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puisque qu’on observe une baisse du marqueur Iba1 dans le groupe traité. Ainsi,
nos résultats suggérent que les IglV seraient en mesure dinhiber en partie
I'activation de la microglie et de ce fait, de possiblement diminuer l'inflammation
cérébrale. D’ailleurs, St-Amour et al. ont montré que le débalancement du ratio de
cytokines pro/anti-inflammatoire IL-5/IL-10 et IL-12/IL-10 est partiellemet rétabli par
le traitement aux IglV chez la souris 3xTgAD (St-Amour et al., 2014). Il serait donc
intéressant de mesurer dans notre modéle le niveau d’inflammation (IL-1b, TNF-a,

IL-5, IL-6, IL-10 et IL-12) pré- et post-traitement.

Un mécanisme possible impliquerait les récepteurs FcyR, exprimés a la surface
des cellules microgliales et auxquels les IglV ont la capacité de se lier. Les FcyR
humains possédent des fonctions régulatrices sur les cellules immunitaires qui les
expriment (Ravetch et al., 2001). Le FcyRIlb, exprimé a la surface de différents
leucocytes, posséde un motif de signalisation intracellulaire ITIM qui inhibe
I'activation cellulaire. Ce récepteur inhibiteur est identifi€¢ en périphérie comme
étant impliqué dans les effets anti-inflammatoires des IglV (Samuelsson et al.,
2001, Ott et al., 2001, Crow et al., 2003). En effet, les IglV augmenteraient
I'expression de FcyRIIb a la surface des macrophages favorisant ainsi I'inhibition
de son activation (Samuelsson et al., 2001). Cependant, ce mécanisme d’action a
été remit en question par Nagelkerke et al. qui a récemment découvert que le
FcyRIlb n’est pas régulée a la hausse dans les macrophages humains en réponse
aux IglV. Toutefois, ces macrophages répondent trés bien au traitement IglV en
étant inhibé dans leur fonction de phagocytose (Nagelkerke et al., 2014). D’autre
part, 'augmentation de Cb5a dans le cerveau de souris Tg2576 médiée par
l'injection d’lglV procurerait des effets neuroprotecteurs en améliorant la plasticité
synaptique et les fonctions cognitives (Gong et al., 2013). Les IglV auraient la

capacité non seulement d’augmenter I'expression de la molécule Cb5a du

62



complément mais aussi de s’y lier (Arumugam et al., 2007). La liaison IglV-C5a
permettrait de contrer la capacité de C5a a augmenter I'expression du récepteur
activateur FcyRIIl et a réprimer I'expression du récepteur inhibiteur FcyRIIb a la
surface des macrophages, menant ainsi a un état anti-inflammatoire (Konrad et al.,
2006). Il est donc possible de penser qu’une fois dans le cerveau, les IglV
exerceraient leur effet anti-inflammatoire en inhibant I'activation de la microglie via
le récepteur FcyRIIb. Ainsi, il serait intéressant de vérifier si ce phénomeéne s’opére
au niveau de la microglie des souris 3xTg-AD traitées aux IglV en mesurant par

immunobuvardage le niveau d’expression cérébrale de FcyRIlb et de Cba.

La prolifération des cellules souches neuronales dans la ZSG est finement régulée
par un ensemble de stimuli physiologiques et semble sensible aux différentes
pathologies neurodégénératives (Li et al.,, 2004, Zhao et al., 2008). Plusieurs
études ont montré une baisse de neurogénése chez la souris 3xTg-AD (Rodriguez
et al.,, 2008, Blanchard et al.,, 2010, Hamilton et al., 2010). Cette diminution,
observée également lors de mes travaux avec les marqueurs de neurogenese
DCX et PSA-NCAM en immunobuvardage, a été corrigée complétement par le
traitement aux IglV. Une étude menée par Puli et collaborateurs chez la souris
APP/PS1 a permis de tirer des conclusions similaires (Puli et al., 2012). Par
ailleurs, il a été montré que l'inflammation induite par la microglie dans le cerveau
a la capacité d’influencer la neurogénése (Monje et al., 2003, Ekdahl et al., 2009,
Sierra et al., 2014). En effet, un milieu pro-inflammatoire diminue significativement
la prolifération neuronale dans [I'hippocampe. Au contraire, [linhibition de
I'activation de la microglie restore le niveau de neurogénése (Ekdahl et al., 2003).
Ainsi, les propriétés anti-inflammatoires des IglV permettraient non seulement de
limiter les dommages neuronaux engendrés par la sur-activation de la microglie

mais également de favoriser la prolifération de cellules souches neuronales. Il faut
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toutefois rappeler que cette correction de la neurogénéese chez les souris traitées
aux IglV n’est observée qu'en immunobuvardage. En effet, les résultats obtenus
par décompte des cellules DCX positives en histologie n’a pas permis de tirer les
mémes conclusions. L’évaluation de la neurogénése par histologie en utilisant

d’autres marqueurs tels que SOX2 et Ki67 devrait étre envisagée.

Les résultats obtenus suggérent qu’il ne s’agit non pas des anticorps spécifiques
contenus dans les IglV mais bien leur caractére anti-inflammatoire qui serait a la
source des effets bénéfiques rapportés dans les études pré-cliniques et cliniques.
Pusqu’un environement peu inflammatoire restreint les dommages causés par
I'activation des cellules microgliales et favorise la neurogénése, une thérapie anti-
inflammatoire pourrait étre substitué a l'utilisation des IglV dans le contextre de la
MA. D’ailleurs, une étude chez la souris Tg2576 a montré que certains anti-
inflammatoire non-stéroidiens (mecloféne, fenoproféne, sulindac, diclofenac,
ibuprofene, flurbiproféne et indomethacine) pourraient diminuer les niveaux d’Ap42
dans le cerveau (Eriksen et al., 2003; Hirohata et al., 2008). Toutefois, les études
clinigues employant les AINS, les anti-inflammatoires stéroidiens ou l'aspirine
entrepris chez des patients affectés par la MA aboutissent a des résultats
contradictoires (Meinert et al., 2009, Breitner et al., 2011, Jaturapatporn et al.,

2012).

Dans le cadre d’'une approche plus exploratoire des mécanismes d’action des IglV,
nous avons procédé a l'analyse du protéome cérébral des souris 3xTg-AD. La
protéomique est une science qui étudie le protéome, c’est a dire 'ensemble des
protéines d’'un organe comme par exemple le cerveau. L’avantage d’une telle
approche repose sur la possibilité d’identifier, de caractériser et de quantifier ces

protéines a un moment donné et sous des conditions précises.
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Dans un premier temps, le protéome des souris NonTg a été comparé a celui des
souris 3xTg-AD. Nous nous attendions a observer une différence reliée au produit
des trois transgénes humains (APPswe, PS1M146V, P301L) que portent la souris
3xTg-AD. Cependant, I'analyse en spectrométrie de masse a plutét identifié une
augmentation de I'expression des cinq protéines suivantes chez la souris
transgénique : créatine kinase, Rab11, lactoylglutathione lyase, RhoB et Rab14. 1)
La créatine kinase est une enzyme mitochondriale impliquée dans la formation de
'ATP. Une étude protéomique menée par Takano et collaborateurs a également
identifié une augmentation de I'expression de la protéine créatine kinase chez la
souris APP(E693) (Takano et al., 2012). 2) Rab11 est une GTPase impliquée dans
la régulation du transport vésiculaire. Rab11 a la capacité de se lier aux protéines
PS1-2 (constituants de la y—sécrétase) (Dumanchin et al., 1999) et participe au
recyclage de I'enzyme (-sécrétase (Udayar et al., 2013) ce qui suggere qu’elle
aurait un réle dans le clivage amyloidogénique. 3) La lactoylglutathione lyase est
une enzyme qui permet la détoxication du méthylglyoxal, un déchet métabolique
qui serait impliqué dans la pathogenése de la MA (Chen et al., 2006). Malgré une
surexpression de la protéine dans les stades précoces et intermédiaires de la MA
(Kuhla et al., 2007), la déplétion en glutathion, son co-facteur, dans le cerveau des
patients paralyse son efficacité (Pocernich et Butterfield, 2012). 4) RohB est une
GTPase dont I'expression est fortement induite par le vieillissement et I'apparition
de dommages au cerveau (Schwarze et al., 2002, Erdo et al., 2004). 5) Rab14 est

une GTPase impliquée dans le trafic de vésicules synaptiques.

En somme, il s’agit, dans la majorité des cas, de protéines ayant déja été
identifiées comme étant sur-exprimées chez les patients et/ou des modéles murins

atteints de troubles neurodégénératifs, ce qui renforce les similitudes entre notre
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modele, la souris 3xTg-AD, et la neuropathologie humaine. Une analyse plus
approfondie de I'importance de ces protéines ainsi que du réle qu’elles jouent dans

la MA devra étre faite.

Dans un deuxieme temps, le protéome des souris 3xTg-AD non-traitées a été
comparé a celui des souris 3xTg-AD taitées aux IglV. L’analyse en spectrométrie
de masse a révélé une diminution de cinq protéines, soit ATP synthase, actin,
endophilin-A1, TDP-43 et vimentin, suite au traitement au IglV. 1) L'ATP synthase
est une protéine membranaire qui, comme son nom l'indique, a pour fonction de
synthétiser I'ATP. Le peptide AB serait en mesure de lier 'ATP synthase a la
surface des neurones et de réguler son activité (Xing et al., 2012). De plus, il a été
montré que contrairement aux plaques amyloides, le peptide AR induit une baisse
de l'expression de I'ATP synthase a la surface des neurones (Schmidt et al.,
2008). Comme nous observons une baisse de I'ATP synthase chez la souris
traitée, on peut penser que contrairement aux résultats obtenus par St-Amour et
al., le traitement aux IglV administré dans le cadre de mes travaux n’a pas parvenu
a diminuer le niveau de peptides AB dans le cerveau des souris. 2) L’actine est une
protéine ubiquitaire qui forme les microfilaments du cytosquelette. Largement
utilisée dans la communauté scientifique comme protéine de référence en
immunobuvardage, la diminution de son expression suite au traitement IglV remet
en question son utilisation dans le cadre de mes travaux. 3) Endophilin-A1 est une
protéine cytoplasmique qui régule entre autres la formation de vésicules
synaptiques. Il a été montré que I'endophiin-A1 active le clivage amyloidogénique
de la protéine APP (Schabel et al., 2006). 4) La protéine TDP-43 lie ’ADN et 'ARN
et est impliquée dans la régulation de la transcription et le métabolisme de 'ARN
(Lagier-Tourenne et al., 2010). Des analyses post mortem ont permis d’identifier la

présence de la protéine TDP-43 dans le cerveau de patient ayant souffert de la MA
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(Tremblay et al., 2011). 5) La vimentine est une protéine appartenant a la famille
des filaments intermédiaires dont I'expression est augmentée chez les patients
souffrant de la MA (Porchet et al., 2003, Castano et al., 2013). Cette augmentation
serait observée au niveau des neurones résident dans les zones particuliérement
touchées par la maladie comme I'hippocampe et résulterait d’'un mécanisme de
réponse aux dommages (Levin et al., 2009, Lucotte et al., 2014). De plus, la
vimentine serait impliqué dans I'activation de la microglie. En effet, la délétion de la
protéine compromet I'activation de la microglie in vitro (Jiang et al., 2014). Il s’agit
de la seule protéine pour laquelle une confirmation de sa diminution en
immunobuvardage chez la souris traitée a été observée. Ainsi, la diminution de la
concentration de cette protéine dans I'hippocampe des souris 3xTg-AD traitées
aux IglV suggére que le traitement réduirait les dommages neuronaux causés par

la MA et participerait au contréle de I'activation de la microglie.

En somme, ces différentes protéines sont impliquées, de prés ou de loin, dans la
pathogenese de la MA. Ainsi, nos résultats, qui montrent une réduction de
'expression de ces protéines chez la souris traitée, renforcent le potentiel

thérapeutique des IglV.
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Chapitre 6 Conclusion

L’objectif principal de ce mémoire était d’explorer les mécanismes d’action
impliqués dans les effets bénéfiques que procurent les IglV dans la MA. Mes
travaux ont permis de montrer que les IglV n’ont pas d'effet direct sur les
pathologies amyloide soluble et tau et que leur cible serait plutét les cellules
microgliales. Le caractére immunomodulateur des IglV aurait pour conséquence
inhibition de l'activation de la microglie. En générant un environnement anti-
inflammatoire dans le cerveau, les IglV favoriseraient la reprise de la neurogénése
contribuant ainsi au remplacement de neurones endommagés par la maladie. Des
efforts de recherche sont encore nécessaires afin de mieux comprendre comment
les IglV interagissent les cellules microgliales. Mes travaux ont également permis
d’identifier différentes protéines modulées par les IglV qui pourraient étre
impliquées dans leurs mécanismes d’action. Globalement, ces résultats suggérent
que la microglie modulée par les IglV pourrait étre une éventuelle cible
thérapeutique pour la MA et proposent par conséquent que le contrble de
'activation de la microglie ainsi que la stimulation de la neurogénése par voie

pharmacologique pourrait étre utilisée comme une alternative aux IglV.
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