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Introduction

1. La maladie d’Alzheimer (MA) : la tauopathie la plus fréquente

a. Caractérisation de la MA

La maladie d’Alzheimer (MA) fut initialement décrite par le médecin allemand Alois Alzheimer en
1907. C'est I'une des maladies neurodégénératives les plus fréquentes et elle représente, au niveau
mondial, entre 60 et 70% des cas de démence (Source : Organisation Mondiale de la Santé, OMS). En
France, 900 000 personnes sont atteintes de cette maladie (Source: France Alzheimer). Elle se
caractérise par des troubles progressifs de la mémoire suivis d’altérations d’autres fonctions
cognitives telles que le langage, I'attention ou la capacité de raisonnement, conduisant a une perte

d’autonomie.

La maladie existe sous deux formes, les formes familiales, rares et précoces, dues a des mutations
génétiques, et les formes sporadiques, les plus courantes, apparaissant tardivement, et mettant en

jeu des facteurs de risques environnementaux et génétiques.

Des progrés ont été réalisés dans le diagnostic de la MA qui est posé a l'aide de tests
neuropsychologiques (Mini Mental State Examination ou MMSE), d’imagerie cérébrale et par dosage
des protéines Tau et AP dans le LCR (Liquide Céphalo-Rachidien) (Dubois et al., 2014). Il reste
cependant difficile d'établir le diagnostic dans les phases précoces de la pathologie. Un diagnostic
définitif peut étre confirmé post-mortem et se base sur la présence dans le cerveau de deux |ésions

caractéristiques de la maladie : les plagues amyloides ainsi que les dégénérescences neurofibrillaires

(DNFs) (Figure 1).

Figure 1 : Lésions caractéristiques de la MA.

Mise en évidence de plaques amyloides (A) par le marquage de Bielschowsky et de dégénérescences neurofibrillaires (B)

par I'anticorps PHF-1 sur une coupe de cerveau humain. Echelle = 100 pm. D’apres Montine et al., 2012.



Les plagues amyloides sont constituées d’agrégats extracellulaires de peptides beta-amyloides (AB).
Ces peptides sont générés par le clivage séquentiel de I'extrémité extra-membranaire de I'APP
(Protéine Précurseur de I'Amyloide), une protéine neuronale, par deux enzymes : la B-secrétase puis
la y-secrétase (Vardy et al., 2005), aboutissant a la formation d’un peptide composé de 39 a 43 acides

aminés en fonction du site de clivage.

La surproduction ou I’élimination insuffisante de I’AB conduit a son accumulation extracellulaire et a

son agrégation sous forme de plaques amyloides.

Les DNFs se caractérisent, elles, par [I'agrégation intraneuronale de la protéine Tau
hyperphosphorylée. Nous reviendrons plus précisément dans le chapitre 2 sur le réle physiologique

de la protéine Tau et son implication dans les maladies neurodégénératives.

L'accumulation du peptide AB sous forme de plagues amyloides a longtemps été considérée comme
le processus physiopathologique majeur dans I'étiologie de la maladie. En effet, suite a des
recherches menées en 1987 et ayant abouti au clonage de I’APP et a la découverte de mutations
génétiques familiales dans la MA, Hardy et coll. proposerent « I’hypothése de la cascade amyloide »
qui place la protéine AB au centre de la MA (Hardy et Allsop, 1991 ; Hardy et al., 1992). Selon cette
hypothése, la surproduction d’AB est I'élément clé entrainant les autres processus pathologiques :
I'activation microgliale, I'astrocytose, la perte neuronale et synaptique, le développement des

dégénérescences neurofibrillaires et la démence.

Plusieurs observations nuancent cependant I'hypothése suggérant AB comme étant prépondérant
dans ces processus pathologiques. Tout d'abord, il y a une faible corrélation entre I'apparition de la
maladie et la présence des plaques amyloides. Ensuite, les essais cliniques de plusieurs stratégies
thérapeutiques ciblant I’AB n’ont jusqu’a aujourd’hui pas montré d’efficacité (Mangialasche et al.,

2010; Mullane and Williams, 2013).

A l'inverse, il existe une corrélation directe entre I'évolution de la tauopathie et la sévérité de la
symptomatologie cognitive démontrée initialement par des études histologiques (Arriagada et al.,
1992; Braak and Braak, 1991; Wilcock and Esiri, 1982) ainsi que biochimiques (Delacourte et al.,
1999) et confirmée plus récemment par le suivi de patients par Tomographie par Emission de
Positons (TEP) avec des radioligands spécifiques des formes pathologiques de Tau (Bejanin et al.,
2017). La progression de la pathologie neurofibrillaire dans les différentes aires corticales suit un
ordre chronologique précis permettant de déterminer le stade de la maladie (Figure 2). La tauopathie
débute au niveau de la région hippocampique (cortex trans-entorhinal, entorhinal, puis hippocampe)

et s’étend ensuite aux régions néocorticales (Braak and Braak, 1991). En outre, la protéine Tau serait



un médiateur nécessaire a la toxicité de I'AB. En effet, dans des modéles murins de la MA, la
déplétion de Tau diminue la toxicité induite par I’AB (lttner et al.,, 2010; Rapoport et al., 2002;
Roberson et al., 2007; Vossel et al., 2010). Cependant, il se pourrait a I'inverse que ce soit la
pathologie amyloide qui potentialise la pathologie Tau en induisant la formation d’espéeces de Tau

capables de former de nouveaux agrégats (Bennett et al., 2017).

Ces observations remettent donc en cause I'hypothése d’une origine purement amyloide de la MA et
laissent supposer que les DNFs possedent aussi un role prépondérant dans la physiopathologie de

cette maladie (Kametani and Hasegawa, 2018).

Dans la MA, il existe une forte interaction entre les protéines amyloides et Tau. Au cours du
développement de la pathologie, celles-ci sont aussi influencées par d’autres contributeurs, tels que
des facteurs environnementaux, vasculaires, mais aussi inflammatoires (voir revue en annexe :
(Ardura-Fabregat et al., 2017)). C'est pourquoi nous allons particulierement nous intéresser a la

composante neuroinflammatoire de la MA.

S0-S3 S4-S6

Maladie d'Alzheimer probable S7-S10

Figure 2 : Progression de la DNF.

Les DNFs débutent au niveau de la région hippocampique (Stades SO-S3) puis s’étendent aux régions temporales (S4-S6).
Elles progressent ensuite vers les régions associatives polymodales. Elles peuvent aussi étre observées dans des régions

sensitives primaires dans les cas les plus séveres. D’apres Buée et al., 2006.



b. Introduction a la neuroinflammation dans la MA

Méme si les caractéristiques anatomo-pathologiques de cette maladie sont a ce jour bien définies,
les causes restent, elles, mal connues, a I'exception de quelques formes familiales. Cependant, la
neuroinflammation semble jouer un rdéle majeur dans le développement de la maladie. Ce
phénomeéne est en effet depuis longtemps connu pour accompagner la pathologie de la MA. La
présence de cellules gliales amoeboides autour des plaques amyloides a ainsi été pour la premiéere
fois décrite par Alois Alzheimer lui-méme, dans sa publication originale de 1907 (traduction anglaise :
Alzheimer et al., 1995). En utilisant une technique de marquage au carbonate d’argent, qui permet
I'identification de la microglie, Pio del Rio Hortega a mis en évidence en 1919 que les cellules
observées par Alois Alzheimer étaient des cellules microgliales. Depuis, de nombreuses études ont
mise évidence les interactions entre inflammation et pathogenéese de la MA et impliquent a la fois la
microglie, les astrocytes ou encore les cellules du systéme immunitaire adaptatif (pour revue, Heneka
et al., 2015). Notamment, une forte expression de marqueurs associés aussi bien a 'immunité innée
gu’a I'immunité adaptative sont présents dans le cerveau de patients atteints de la MA par rapport

aux sujets contrdles (McGeer et al., 1990; Togo et al., 2002; Zotova et al., 2013).

Des études génomiques récentes confirment I'association entre neuroinflammation et MA. Elles
révelent que des polymorphismes de génes impliqués dans le systeme immunitaire sont des facteurs
de risques génétiques de la MA, et font donc le lien entre étiologie de la maladie et
neuroinflammation. Parmi ces génes, on retrouve CR1, CLU, CD33, TREM2, MS4A4/MS4A6E, ABCA7,

CD2AP, CD33 ou encore EPHA1 (voir Cuyvers and Sleegers, 2016 pour une revue récente).

2. La protéine Tau en condition physiologique et pathologique

a. La protéine Tau en condition physiologique

Localisation subcellulaire de la protéine Tau

La protéine Tau, découverte en 1975 par Weingarten et coll., appartient a la famille des « MAP »
pour Microtubule-Associated Proteins (Weingarten, 1975). Elle participe au maintien et a la stabilité
du cytosquelette neuronal, ainsi qu’au transport des vésicules le long des axones par sa fixation sur
les microtubules. Dans le cerveau, la protéine Tau est principalement exprimée dans les neurones
(Binder et al., 1985) mais est aussi présente en faible quantité dans les cellules gliales
(Papasozomenos and Binder, 1987), notamment les oligodendrocytes (LoPresti et al., 1995). Ces
résultats ont été confirmés par analyse des ARNm chez la souris (Couchie et al., 1988) et plus

récemment par des analyses transcriptomiques a plus grande échelle (Zhang et al., 2014). Cette
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protéine est principalement présente dans les axones (Binder et al. 1985), mais elle est également
observée en concentration plus faible dans le compartiment somatodendritique (Tashiro et al.,
1997), dans lequel la dynamique microtubulaire est sous le contréle d’une autre protéine, la
Microtubule Associated Protein 2 ou MAP2 (Caceres et al., 1984). Au niveau de I’axone, il existe en
effet un gradient de concentration de la protéine Tau, peu présente vers le soma, c’est-a-dire en
région proximale, et de plus en plus présente vers le bouton synaptique, en région distale (Dotti et
al., 1987). Cette protéine est aussi présente au niveau du noyau, ou elle participe a la protection de
I’ADN en condition de stress (Bukar Maina et al., 2016; Sultan et al., 2011). Il existe donc une
répartition particuliere de la protéine Tau au sein de chaque compartiment neuronal. Dans les
oligodendrocytes, qui sont des cellules riches en microtubules, Tau est principalement exprimé dans
le soma et dans les prolongements cellulaires (LoPresti et al., 1995). Dans les astrocytes, Tau ne
semble pas avoir un réle majeur dans le maintien du cytosquelette (Papasozomenos and Binder,

1987).

Les différentes isoformes de Tau

Chez I'Homme, il existe six isoformes de Tau dans le cerveau, produites par épissage alternatif du
pré-ARNm issu du gene MAPT, situé sur le chromosome 17q21 (Neve et al., 1986). Ces isoformes se
distinguent par le nombre de répétitions de deux motifs situés respectivement dans les régions
amino- et carboxy-terminales. Le motif situé au niveau du domaine carboxy-terminal, noté R (ou
MBD pour Microtubule Binding Domain), constitue le point d’ancrage de la protéine Tau sur les
microtubules, et peut étre présent sous forme de trois ou quatre répétitions, les isoformes sont alors
appelées formes 3R ou formes 4R (Andreadis, 2012). Les formes 4R de la protéine Tau se fixent de
maniére plus stable aux microtubules (Goedert and Jakes, 1990), permettant ainsi de moduler la
longueur des neurites et la plasticité neuronale. Ceci est probablement d( a la présence de
séquences inter-répétées entre le premier et le deuxieme motif de liaison aux microtubules, qui est
unique aux isoformes 4R (Goedert and Jakes, 1990). Dans le cerveau adulte humain, les deux formes
3R et 4R sont exprimées mais le schéma d’expression peut varier en fonction des populations
neuronales considérées. Ainsi, les isoformes 3R et 4R sont toutes deux présentes dans les cellules
pyramidales du cortex et de I’hippocampe, alors que les cellules granulaires du gyrus denté
n’expriment que les isoformes 3R (M. Goedert et al., 1989). Chez la souris, seule la forme 4R est
exprimée dans le cerveau adulte (McMillan et al., 2008). Le niveau amino-terminal quant a lui
contient une région riche en Proline, et est appelé domaine de projection car il ne présente pas
d’interaction avec les microtubules et projette vers membrane plasmique (Hirokawa et al., 1988). Au

niveau du domaine amino-terminal, les isoformes différent par I'absence ou la présence de un ou
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deux motif(s) noté(s) N (ON, 1N ou 2N) (M Goedert et al., 1989). On obtient ainsi six formes possibles

en fonction de la combinaison du nombre de MBD et de motif(s) N (Figure 3).

17q21.31
ce7 CH NN DA EE || EENI W
e ,
o - ——
0 1 234 da 5678 0 01112 13 14
2.3 4a & 8 10
K1 n g
0 1 4 5/ T 9 1,12 13 14
1R - | OmE 0 O
4R B | OmE 0 O
oneR - OmE O O
A | 00 0
1N3R | OO 0O
ON3R OO O

Figure 3 : La protéine Tau humaine : apercu de I'organisation génomique du géne MAPT et de I'expression de ses
isoformes.

Le géne MAPT est localisé sur le bras long du chromosome 17, en position 17g21,31. Il existe deux haplotypes, H1 et H2,
dus a une inversion du locus d’environ 900 kb. Le géne MAPT comprend 16 exons. Dans le systéme nerveux central (SNC),
les exons 2, 3 et 10 sont alternativement épissés produisant ainsi 6 isoformes de Tau caractérisées par I'absence (ON), un
(1N) ou 2 (2N), motifs au niveau du domaine amino-terminal, en combinaison avec 3 (3R) ou 4 (4R) motifs au niveau du
domaine carboxy-terminal. D’apres Arendt et al., 2016.

Les modifications post-traductionnelles de Tau

La protéine Tau est une protéine tres soluble, nativement non repliée et ayant un faible degré de
structures secondaires de type hélice a, feuillet B ou hélice de poly-proline II, qui, de plus, sont
transitoires (Jeganathan et al., 2008; Uversky, 2002). En plus de I'épissage alternatif de son ARNm, les
interactions fonctionnelles de Tau sont hautement régulées au niveau post-traductionnel. Tau est
une phosphoprotéine comprenant plus de 80 sites de phosphorylation potentiels (dont 45 sérines, 35
thréonines et 5 tyrosines) (Arendt et al., 2016; Martin et al.,, 2011; Figure 4). En conditions
physiologiques, la protéine Tau est phosphorylée sur de nombreux sites, ce qui constitue sa

principale modification post-traductionnelle et permet notamment la régulation de son interaction
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avec les microtubules (Goedert and Jakes, 1990). De plus, la phosphorylation de Tau permet de
réguler a la fois sa distribution subcellulaire mais aussi de nombreuses interactions moléculaires
impliquées dans la régulation du transport axonal (LaPointe et al., 2009) ou encore son association
avec la membrane plasmique (Maas et al., 2000; Pooler et al., 2012). Dans le cerveau humain adulte
sain, nous pouvons mesurer entre 2 et 4 moles de phosphate par mole de Tau (Képke et al., 1993).
L'état de phosphorylation de Tau dépend de I'équilibre entre I'activité de ses kinases et de ses
phosphatases. Il a été montré par des expériences in vitro que de nombreuses kinases sont capables
de phosphoryler Tau, tel que la glycogéne synthase kinase 3B (GSK3-B) (Mandelkow et al., 1992), la
cyclin-dependant kinase 5 (CDK5) et la cyclin-dependent kinase 2 (CDK2) (Baumann et al., 1993), les
protéines kinases A, B et C (PKA, B et C) et les tyrosines kinases telle que la famille des kinases c¢-Src
et Fyn (Goedert et al., 1997). Certaines études suggerent que GSK3-B et CDK5 sont impliquées dans la
phosphorylation de Tau dans le cerveau sain (Baumann et al.,, 1993; Mandelkow et al., 1992). A
I'inverse, la protéine Tau est sujette a la déphosphorylation par des phosphatases, la plus importante
étant PP2A, qui est responsable d’environ 70% de la déphosphorylation de Tau dans le cerveau

humain (Liu et al., 2005).
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Figure 4 : Localisation des sites de phosphorylation de la protéine Tau.

Les sites de phosphorylation de Tau observés dans des cerveaux atteints de la MA (en marron), dans des cerveaux sains (en
vert), et ceux présents a la fois dans les cerveaux sains et atteints de la MA (en bleu), en prenant pour base I'isoforme la
plus longue de tau. Les sites potentiels de phosphorylation qui n‘ont pas encore été validé in vitro et in vivo sont
représentés en noir. D’aprés Martin et al., 2011.

La protéine Tau subit aussi d’autres modifications post-traductionnelles telles que la troncation
(Garcia-Sierra et al., 2003), la O-glycosylation (Arnold et al., 1996), la glycation (Ledesma et al., 1994),
I'acétylation (Min et al., 2010), la SUMOylation (Dorval and Fraser, 2006), I'ubiquitination (Mori et al.,
1987), et la nitration (Horiguchi et al., 2003). Martin et coll. ainsi que Guo et coll. plus récemment,
ont passé en revue les différents modifications post-traductionnelles de Tau ainsi que leurs

conséquences fonctionnelles (Guo et al., 2017; Martin et al., 2011).
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Les différentes fonctions de Tau

La protéine Tau participe principalement a I'assemblage et a la stabilisation des microtubules. En
effet, dans le cerveau adulte, la protéine Tau est majoritairement présente au niveau des axones, ou
elle se lie a la tubuline pour promouvoir sa polymérisation et ainsi réguler la stabilité des

microtubules (Cleveland et al., 1977; Weingarten, 1975).

La stabilisation des microtubules par la protéine Tau permet en outre de préserver I'axone et la
polarité neuronale. Une réduction de la concentration de Tau par I'utilisation d’oligonucléotides anti-
sens ciblant TARNm MAPT engendre une altération de |'asymétrie neuronale en inhibant la
formation axonale (Caceres and Kosik, 1990) alors que des neurones de souris déficientes en Tau
présentent des déficits d’élongation axonale aussi bien in vitro (Dawson et al., 2001) qu’in vivo

(Dawson et al., 2010).

La protéine Tau permet par ailleurs d’assurer indirectement la régulation du transport axonal, en
modulant I'activité des protéines motrices, les kinésines et les dynéines (Ebneth et al., 1998; Trinczek
et al., 1999; Utton et al., 2005). Ces protéines sont nécessaires au transport d’organelles ou de
vésicules chargées de neurotransmetteurs, permettant ainsi d’assurer le bon fonctionnement du
neurone. La protéine Tau est en interaction avec les microtubules sur une période de temps tres
courte (moins de 40ms) par un mécanisme appelé « kiss-and-hop » (Janning et al.,, 2014), qui
explique comment Tau, qui est principalement fixée aux microtubules, n’interfére pas avec le

transport axonal (Morfini et al., 2007).

Au-dela de ces fonctions classiques liées a la stabilisation des microtubules, d’autres fonctions de Tau
ont été mises en évidences plus récemment. Tau, qui est présente en faible concentration dans les
dendrites, aurait un réle dans la plasticité synaptique (Ittner et al., 2010; Kimura et al., 2014). La
protéine Tau nucléaire régulerait I'activité transcriptionnelle et maintiendrait I'intégrité de I’ARN et
de 'ADN aussi bien en condition physiologique que pathologique (Mansuroglu et al., 2016; Violet et
al., 2014). La protéine Tau pourrait par ailleurs étre impliquée dans la transmission synaptique en
modulant des récepteurs tels que les récepteurs a I'acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA) ou encore
les récepteurs a I'acétylcholine (Gdmez-Ramos et al., 2009; Ittner et al., 2010). Arendt et coll. ainsi
que Guo et coll. ont récemment passé en revue ces différentes fonctions de Tau (Arendt et al., 2016;

Guo et al.,, 2017).

b. La protéine Tau en situation pathologique

Dans les maladies appelées tauopathies, nous observons une hyper-phosphorylation de Tau sur des

sites physiologiques ainsi qu’une phosphorylation sur des sites pathologiques, qui entrainent une
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diminution de son affinité pour les microtubules. La protéine Tau devient ainsi plus soluble et peut
former dans le cytoplasme des fibrilles constituées de filaments hélicoidaux appariés (PHF pour
"Paired Helical Filaments") entrainant la formation d’enchevétrements neurofibrillaires, aboutissant

a des défauts du transport axonal et la mort neuronale (Figure 5).

Phosphorylation Oligomérisation Maturation
de Tau "l Polymérisation PHFs
Tau Enchevétrement
Tau soluble PHFs

oligomérique neurofibrillaire

Figure 5 : Les différentes étapes de I’agrégation de Tau.

Le défaut d’attachement de Tau aux microtubules provoque une augmentation de la protéine Tau soluble. Les monomeéres
de Tau s’assemblent en oligomeéres, qui s’assemblent ensuite eux-mémes en PHFs. L’étape finale conduit a la formation
d’enchevétrements neurofibrillaires a partir de I'agrégation des PHFs. D’aprés Martin et al., 2011.

L'accumulation d'agrégats de protéines Tau au sein des neurones concerne plus de 20 pathologies
différentes (Buée et al., 2000). Certaines sont causées par des mutations du gene MAPT, c’est le cas
de certaines démences fronto-temporales, alors que d’autres apparaissent en I'labsence de mutation

de ce géne. C’est le cas de la MA qui est la tauopathie la plus fréquente.

Pendant des années, les agrégats fibrillaires de Tau ont été considérés comme les formes
neurotoxiques majeures de Tau. En effet, dans la MA, de nombreuses études ont montré une
meilleure corrélation entre agrégats fibrillaires et perte neuronale, par rapport aux plaques séniles,
ainsi qu’avec les symptomes cliniques, suggérant un role prépondérant de la neurodégénérescence
induite par ces agrégats dans le déclin cognitif des patients atteints de la MA (Dickson et al., 1995;
Giannakopoulos et al., 2003). De plus, la réduction de la formation des agrégats de Tau correle avec
une diminution de la neurodégénérescence dans une étude sur la souris (Noble et al., 2005). Enfin,
une forte diminution de plusieurs marqueurs pré- et post-synaptiques est observée dans les
neurones présentant des DNFs, suggérant une altération de la transmission synaptique due a la

formation des agrégats (Callahan et al., 2002).

Cependant, une autre hypothése suggére que les formes oligomériques solubles de Tau pourraient
jouer un réle plus critique dans la progression de la MA puisque ces formes solubles correlent mieux
avec la perte neuronale et les dysfonctions cognitives retrouvées dans cette maladie que les formes
agrégées. Cela a pu étre mis en évidence dans le modéle murin transgénique rTgd510, qui exprime la
protéine Tau humaine comportant la mutation P301L retrouvées dans certaines tauopathies

appelées démences fronto-temporales liées au chromosome 17 (DFTP-17), sous un promoteur
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conditionnel abolissant son expression aprés administration de doxycycline. Cette étude montre que
I"accumulation d’oligomeéres, mais pas des DNFs, correle mieux avec la mort neuronale et les déficits
comportementaux observés dans ce modele (Berger et al., 2007). La suppression de |’expression de
Tau dans un autre modele conditionnel transgénique entraine une amélioration mnésique et une
stabilisation du nombre de neurones, alors méme que les DNFs continuent d’apparaitre (SantaCruz,
2005; Sydow et al., 2011a). Cela suggére que les DNFs ne sont pas suffisantes pour causer les déficits
cognitifs ainsi que la mort neuronale observés dans les tauopathies. De plus, les neurones semblent
survivre aprés que la protéine Tau ait commencée a s’agréger dans le soma (de Calignon et al., 2010;
Morsch et al., 1999) et peuvent étre intégrés dans des réseaux neuronaux fonctionnels (Fox et al.,
2011; Kuchibhotla et al., 2014; Rudinskiy et al., 2014). Par ailleurs, I'injection dans I’hippocampe de
formes oligomériques recombinantes de Tau induisent in vivo une neurodégénérescence et des
dysfonctions synaptiques et mitochondriales, mais ce n’est pas le cas de I'injection de fibrilles ou de
monomeres (Lasagna-Reeves et al., 2011a). Plus récemment, différents modeéles de tauopathie ont
été développés a partir de rats au sein de notre laboratoire et ont permis de mettre en évidence le
role protecteur de la formation des agrégats de Tau par rapport a ses formes oligomériques solubles

(d’Orange et al., 2018, voir 2.d Les modéles animaux de tauopathie).

D’autres arguments en faveur de cette hypothése sont retrouvés dans des études chez 'Homme.
Celles-ci montrent qu’une partie de la population agée développe des DNFs sans développer de
démence (Arnold et al., 2013; Perez-Nievas et al., 2013). De plus, méme si les DNFs corrélent avec la
neurodégénerescence, le niveau de perte neuronal est bien plus élevé que le nombre de neurones
atteints de DNFs (Gémez-Isla et al., 1997; Vogt et al., 1998), ce qui suggére que la plupart des
neurones meurent par d’autres mécanismes. Par ailleurs, I'accumulation d’oligomeéres de Tau corréle
avec le déclin cognitif des patients souffrant de déficits cognitifs modérés (Mufson et al., 2014). Ces
études révelent, en accord avec les résultats obtenus sur la souris, que les formes solubles
hyperphosphorylées de Tau, localisées a la synapse, pourraient étre les médiateurs de la

neurotoxicité et de I’altération de la cognition.

Ces formes oligomériques pourraient par ailleurs étre responsables de la transmission de la
pathologie selon un mécanisme de type prion. En effet, il a été montré qu’aprés injection de
différents homogénats purifiés de cerveaux de patients atteints de la MA a des souris de phénotype
sauvage, les oligomeres de Tau et non les formes fibrillaires sont capables de propager la pathologie
(Lasagna-Reeves et al., 2012). Une fois que la protéine Tau est modifiée de maniére pathologique,
elle peut se détacher des microtubules et s’auto-agréger. Elle peut se lier a d’autres protéines Tau

altérées mais aussi a des protéines Tau natives et induire un changement pathologique de
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conformations sur ces protéines : ce mode de propagation s’apparente a celui des maladies a Prion.
Les oligomeres de Tau pourraient se comporter comme un modele de repliement pour la protéine
Tau native, et ainsi constituer un noyau de propagation des formes toxiques de la protéine (Gerson

and Kayed, 2013).

Cependant, la nature exacte des formes oligomériques impliquées dans cette toxicité est encore

débattue (Cowan et al., 2015).

Propagation de

Mutations
Tau

Stress oxidatif

Cofacteurs
Modifications post-traductionnelles /
Protéolyse

Désassemblage des microtubules

—_— —_ ——>  Altération de la signalisation 5> Neurodégénerescence Mort
Dysfonctions synaptiques et 3 neuronale
Monomeéres de Tau o mitochondriales
fonctionnels Monoméres de Tau Oligoméres de Tau
mal-conformés (dimeres/trimeres)

Figure 6 : lllustration schématique du réle central des oligomeéres de Tau dans les tauopathies.

Les oligomeres de Tau sont des entités toxiques, qui initient la pathologie ainsi que la propagation de Tau. Inspiré de Gerson
and Kayed, 2013; Martin et al., 2011

c. Classification des différents types de tauopathie

Les tauopathies peuvent étre classées selon différents critéres.

Elles peuvent étre différenciées en tauopathies primaires, lorsque la pathologie tau est le seul facteur
induisant la neurodégénérescence, et secondaires, lorsque la tauopathie est associée a d’autres
pathologies ou lésions qui apparaissent en premier lieu (Williams, 2006). La plupart des cas décrits de
tauopathie sont de type primaire, a I'exception de la MA et de la trisomie 21.

Les tauopathies peuvent aussi se distinguer par le ratio des isoformes de Tau retrouvé dans les
agrégats, ce qui permet alors de classifier ces pathologies en quatre catégories (Sergeant et al.,
2008).

Dans les tauopathies de classe |, les six isoformes de Tau sont retrouvées dans les agrégats. C'est le
cas de la MA, mais aussi du syndrome de Down, de la maladie de Niemman-Pick de type C, et de
certains cas de DFTP-17.

Les tauopathies de classe Il sont caractérisées par I'agrégation sélective des isoformes 4R. C’est le cas
de la dégénérescence corticobasale (DCB), de la paralysie supranucléaire progressive (PSP), de la
démence a grains argyrophiles et de la plupart des cas de DFTP-17 associées a une mutation du gene

MAPT.
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La troisieme classe est caractérisée par des amas exclusivement constitués de l'isoforme 3R, et

comprend la maladie de Pick ainsi que certains cas familiaux de DFTP-17.

Enfin, la classe IV comprend une seule forme de tauopathie appelée dystrophie myotonique, et
caractérisée par l'agrégation de l'isoforme foetale de Tau (ON3R) et une forte diminution de

I’expression des isoformes contenant des répétitions en position N terminale.

On distingue aussi les formes sporadiques des formes génétiques, en fonction de la présence ou non
de mutations sur le gene MAPT. Comme c’est le cas pour la plupart des tauopathies, la MA est une
forme sporadique, méme si certains cas familiaux ont été décrits, principalement dans les DFTP-17.
En effet, cette pathologie est associée a plus de 30 mutations (Sergeant et al., 2005), la plupart étant
situées dans la partie de MAPT codant pour le domaine de liaison au microtubules et contenant les
domaines de répétition de Tau. Ces mutations peuvent favoriser I'agrégation de Tau, c’est le cas de la
mutation P301L (Hong et al., 1998) ou diminuer son affinité pour les microtubules, c’est le cas de la
mutation R406W (Hutton et al., 1998). Arendt et coll. ont rédigé une revue générale sur Tau et son

implication physiologique et pathologique (Arendt et al., 2016).

d. Les modeles animaux de tauopathie

Nous dressons dans cette partie une liste non exhaustive des différents modéles animaux existants,
ainsi qu’une description plus détaillée des modeles utilisés dans notre étude. Une revue publiée en
2015 par I'équipe de Luc Buée récapitule en détail les différents modeles animaux de tauopathies

(Dujardin et al., 2015).

Les modeles animaux de tauopathie sont principalement des modeles transgéniques de souris
exprimant le gene MAPT porteur d’une ou plusieurs mutations. Les modeles exprimant la forme 4R
de la protéine Tau, et possédant les mutations P301L ou P301S localisées dans le domaine de liaison
de Tau aux microtubules font partis des modéles les plus utilisés (se référer a la revue de Dujardin et
al., 2015). Le Tableau 2 et le Tableau 3 récapitulent de maniére non exhaustive les différents modeles

transgéniques de tauopathie développés a partir des différentes especes de rongeurs.

Parmi les modeles transgéniques, un modele développé par I'équipe de Bradley Hyman (Boston) a
permis de modéliser la propagation de la protéine Tau suivant les stades de Braak (Braak and Braak,
1991; de Calignon et al., 2012), en exprimant le transgéne au niveau du cortex enthorinal, qui est la
région cérébrale dans laquelle la pathologie Tau débute dans la MA (Kaufman et al., 2018). C'est

aussi le cas d’autres modeles par injection au niveau de la zone d’intérét de lysats cérébraux,
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provenant de modeles animaux (Clavaguera et al., 2009) ou de patients (Castillo-Carranza et al.,

2014a).

D’autres modeéles par transfert de genes ont fait plus récemment leur apparition pour I'étude des
tauopathies. Ils consistent a injecter des vecteurs viraux, rAAV (pour revue Cubinkova et al., 2017) ou
lentivirus (Caillierez et al., 2013a; Osinde et al., 2008), permettant d’exprimer la protéine Tau, dans la
zone cérébrale souhaitée. Le Tableau 1 récapitule de maniére non exhaustive les différents modeles
non transgéniques rongeurs de tauopathie. Dans les modéles transgéniques, la tauopathie est en
général diffuse dans I'ensemble du systéme nerveux central, ce qui n’est pas pertinent du point de
vue de la physiopathologie de la MA, pour laquelle la pathologie progresse d’'une maniére spatio-
temporelle bien précise (Braak and Braak, 1991). De plus, dans la plupart des modéles transgéniques,
la pathologie est présente dés les premiers stades du développement embryonnaire. L’avantage des
modeéles obtenus par injection de vecteurs viraux est de s’affranchir de la compensation
développementale éventuellement présente dans les modeles transgéniques et d’avoir une
expression focale de la protéine d’intérét, dans une région pertinente. Afin d'étudier les mécanismes
pathologiques conduisant aux tauopathies, notre laboratoire a donc développé sur des rongeurs un
modele de tauopathie pure, ne présentant pas de plaques amyloides, dont la caractérisation a fait
I’objet d’'une thése par Marie d’Orange (d’Orange et al., 2018). Ce modele est basé sur une technique
de transfert de genes a 'aide de vecteurs viraux adéno-associés (rAAV). Ces vecteurs permettent la
surexpression de la protéine Tau humaine dans les neurones de la couche de la corne d’ammon CA1
de I'hippocampe chez le rongeur. La surexpression de la protéine Tau sauvage (Tau"") provoque
I’expression de formes solubles de Tau alors que I'expression d’'une forme qui promeut I'agrégation
de la protéine Tau, dite « pro-agrégeante », aboutit a la formation de dégénérescences
neurofibrillaires (Figure 7). Cette forme est obtenue par la co-expression de la protéine Tau"" avec
un peptide qui favorise son agrégation et qui correspond au fragment C-terminal de la protéine Tau,
contenant les quatre domaines R, et possédant la mutation AK280 (délétion de la Lysine en position
280). Cette mutation a initialement été mise en évidence dans une autre tauopathie, la DFTP-17, et
augmente fortement la tendance de la protéine Tau a s’agréger en PHFs (Von Bergen et al., 2001).
’avantage du modéle développé au sein de notre équipe est d’utiliser la protéine Tau"'", plus proche
de la physiopathologie de la MA puisque ne portant pas de mutation, tandis que la plupart des
modeles actuels s’appuient sur I'expression par des lignées de souris transgéniques de protéines Tau
mutées pour obtenir cette agrégation. Seul le modele développé par Davies et coll. développe des
DNFs en I'absence de mutation sur le ggene MAPT. Celui-ci exprime les six isoformes humaines de Tau

dans des souris dont le géne MAPT endogene a été inactivé (Andorfer et al., 2003).
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Le modele qui a été développé au laboratoire nous permet d’étudier différents aspects de la MA, et
en particulier la composante inflammatoire induite par la tauopathie, ce a quoi je me suis attaché

dans le cadre de ma these.
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Figure 7 : Hyperphosphorylation et agrégation de Tau dans les modeéles rAAV.

-
2
[
s}
g
e

Illustration des marqueurs AT8 (A), spécifique de formes hyperphosphorylées de la protéine Tau, et AT100 (B), spécifique de
I’hyperphosphorylation et de la mal-conformation de la protéine Tau, dans les modeéles rAAV. Echelle : 500um (A), 150 et 50
pum (B). D’apres d’Orange et al., 2018.

Le modele rAAV nous a donc permis dans un premier temps d’étudier le réle de TREM2 dans un
contexte de tauopathie a développement rapide. Cependant, la progression de la MA, et
particulierement la composante tauopathique, est lente et se produit, mis a part pour les formes
familiales, a un stade tardif. Nous avons donc choisi d’étudier en paralléle le réle de TREM2 dans un
modele transgénique pour lequel le développement de la pathologie refléte plus le décours retrouvé

chez les patients.

La lignée transgénique THY-Tau22 développée par I'équipe de Luc Buée est un modeéle plus
progressif, permettant de suivre I'établissement graduel de la pathologie Tau, sans la mort neuronale

et la forte inflammation induite par I'expression des rAAV, a un stade plus précoce de la pathologie

19



(Schindowski et al., 2006). Ce modeéle murin exprime la forme 4R de la protéine Tau humaine mutée
au niveau des sites G272V et P301S, sous contréle du promoteur Thyl-2. Lors de la création de ce
modele, I'équipe de recherche a sélectionnée une lignée pour laquelle I'expression du transgéne est
restreinte majoritairement aux neurones pyramidaux de CA1, permettant de modéliser la pathologie
Tau ainsi que les déficits comportementaux concomitants, en I'absence de déficits locomoteurs. Une

expression dans le subiculum, 'amygdale et le cortex préfrontal est aussi observée.

Ce modele plus progressif est donc complémentaire au modéle rAAV dans le cadre de notre étude,
puisqu’il permet d’étudier la composante neuroinflammatoire en fonction du stade de la pathologie,
a 3 mois, 6 mois et 12 mois. En effet, comme nous le verrons dans le chapitre suivant, le stade de la
pathologie peut étre déterminant quant aux effets de la neuroinflammation sur son développement.

La Figure 8 récapitule les différentes caractéristiques phénotypiques du modele THY-Tau22.

3m 6m 9m 12m

Animaux hétérozygotes développent pathologie Tau a partir de 3-6 mois. La pathologie devient
plus sévere et étendue avec|'age (Schindowski et al, 2006)

Perte de cellules dansle CA1 a 12 mois (Schindowski et al, 2006)
Réduction des neurones cholinergiques dans le septum médian (Belarbi et al, 2011)

Augmentation dge dépendante du nombre d'astrocytes GFAP+ dans I'hippocampe, le cortex et le
corpus callosum (Schindowski et al, 2006)

Altération de la plasticité synaptique a court terme a 9-10 mois (Schindowski et al, 2006), et
altération de la dépression a long terme ou LTP (Van der Jeugd et al, 2011). Déficit dans la
transmission synaptique basale dans I"hippocampe, mais LTP normale (Schindowski et al, 2006)

Mémoire non spatiale affectée a 6 mois, mémoire spatiale affectée a 9 mois (Van der Jeugd et al,
2013)

Figure 8 : Caractérisation phénotypique du modéle THY-Tau22 (d’apres Alzforum).
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Tableau 1 : Les modéles murins non transgéniques de tauopathie.

Adapté de Dujardin et al., 2015. ND : non déterminé ; Hyp : hyper ; P° : phosphorylation ; An : anormal

Administration locale: Produits  Site d’injection Fond génétique Spécificité du type Initiation des P° Fonction Mort Tau DNF Déclin Réf
injectés cellulaire DNF Hyp/an synaptique  neuronale insoluble cognitif
altérée

AAV2 codant h2N4RP301L Septum médian Rats  Sprague-Dawley  Neurones 3 semaines pi +/+ ND ND + + ND (Klein et al., 2004)

WT
AAV2 codant h2N4RP301L Hippocampe Souris APP/PS1 ND 12 mois pi ND ND ND ND + ND (Klein et al., 2004)
AAV2 codant h2N4RWT ou Substance noire Rats  Sprague-Dawley  Neurones 3 semaines pi +/ND ND + + + ND (Klein et al., 2005)
h2N4RP301L WT
AAVS8 codant h2N4RP301L Substance noire Rats  Sprague-Dawley  Neurones ND ND ND + ND ND ND (Klein et al., 2006)

WT
AAV2, 8,9, 10 codant Substance noire Rats  Sprague-Dawley  Neurones ND ND ND + ND ND ND (Klein et al., 2008)
h2N4RP301L WT
Lysat cérébral de souris Hippocampe/cortex cérébral Souris ALZ 17 ND 6 mois pi +/+ ND ND + + ND (Clavaguera et al., 2009)
transgéniques P301S
AAV1/2 codant h2N4RWT ou Hippocampe Souris WT FVB/N Neurones +/ND + + ND - ND (Jaworski et al., 2009)
h2N4RP301L
AAV2 codant h2N4RP301L Cortex enthorinal Rats  Sprague-Dawley  Neurones < 3 mois pi +/+ - - + + + (Ramirez et al., 2011)

WT
Oligomeres de Tau recombinant Hippocampe Souris WT C57BL/6 ND ND ND + + ND ND + (Lasagna-Reeves et al., 2011b)
h2N4R
Lysats de cerveaux humains de # Hippocampe/cortex cérébral Souris ALZ 17 Neurones/Astrocytes 6 mois pi +/+ ND ND + + ND (Clavaguera et al., 2013)
tauopathies
LV codant hIN4RP301L ou Hippocampe (CA1) Rats Wistar WT Neurones 2 mois pi +/+ ND + + + ND (Caillierez et al, 2013b;
h1N4ARWT Dujardin et al., 2014)
Fibrilles de Tau recombinants Cortex Souris WT C57BL/6 ND ND ND ND ND + ND ND (Holmes et al., 2013)
h2N4R
Fibrilles de Tau recombinants Hippocampe/Striatum/Cortex  Souris PS19 ND 1 mois +/+ ND - + + ND (Ibaetal., 2013)
h2N4RP301L ou fragments
tronqué K18
Lysat cérébral de souris Péritoine Souris hétérozygote  ND 6 mois pi ND ND ND + + ND (Clavaguera et al., 2014)
transgéniques P301S P301S
Fibrilles de Tau recombinants Hippocampe Souris P301S ND 3 semaines pi +/+ ND ND + + ND (Sanders et al., 2014)
tronqués
Oligomeéres de Tau dérivés de Intra-céréboventriculaire Souris homozygote  ND ND +/ND ND ND + + + (Castillo-Carranza et al.,
cerveaux humains Htau 2014b)
Lysat cérébral de souris Hippocampe/cortex cérébral Souris transgénique  Neurones 1 mois pi +/+ ND - + + ND (Ahmed et al., 2014)
transgéniques P301S P301S
Fibrilles de Tau recombinants Hippocampe/cortex frontal Souris transgénique  ND 1 semaine pi +/+ ND + + ND ND (Peeraer et al., 2015)
h2N4RP301L P301L
AAV6 codant hIN4RP301L Cortex entorhinal médian Souris transgénique  Neurones 4 semaines pi +/+ ND ND + ND ND (Asai et al., 2015)

P301S
AAV2 codant hIN4RP301L, Hippocampe Rats Wistar WT Neurones 1 mois pi +/+ ND + + + - (d’Orange et al., 2018)

h1N4RWT et hIN4RAK280
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Tableau 2 : Les modéles murins transgéniques de tauopathie exprimant la protéine Tau non mutée.

Adapté de Dujardin et al., 2015

Isoforme/mutation Distribution de Protéine Spécificité Initiation P° Fonction Mort Tau DNF Déficits Déclin Réf
tau Tau cellulaire des DNFs Hyp/an synaptique neuronale insoluble moteurs cognitif
exogéne altérée
h2N4R Cx, H, S, T,MC, C 5x N - +/ND ND ND ND - ND ND (Gotz et al., 1995)
h2N4R Cx, H, ME 1.5-6x N - +/+ ND - ND - + ND (Spittaels et al., 1999)
h2N4R ME, H, S, Cx, 1.5-10x N - +/ND ND ND + ND + ND (Probst et al., 2000)
NOA, NS, TC
h2N4R Cx, H, C, A, TC, 8-10x N - ND/ND ND ND + - - ND (zhang et al., 2004)
ME
h2N4R Cx, H, BO,S, T,C,  3-5X N - +/+ + - - - ND + (Kimura et al., 2007)
ME
hON3R Cx, H,C,BO,S, T, 0.14x N/G - +/+ ND ND ND - ND ND (Brion et al., 1999)
P, MC, ME
hON3R H, Cx, C, TC, ME 5-15x N 1-6 mois +/+ ND ND + + + ND (Ishihara et al., 1999)
h1N4R SNC, ME ND OLG - ND/ND ND - + - ND ND (Higuchi et al., 2005)
h1N4R Cx, TC, T, ME 0.7-2x A - +/+ ND - + + + ND (Forman et al., 2005)
h1N4R Cx, H, TC, A, ME 5x N - +/- ND ND ND - - ND (Yoshiyama et al.,
2007)
6 isoformes (WT) Cx, H, S, ME 3.7x N - +/+ ND ND - - - ND (Duff et al., 2000)
6 isoformes (KOMAPT) Cx, H, S, C, ME ND N 9 mois +/+ + + + + + + (Andorfer et al.,

2003)

Cx : cortex ; H: hippocampe ; S: striatum ; C: cervelet; T: thalamus; ME : moelle épiniere ; NOA : noyaux olfactifs antérieurs ; NS : noyaux septaux ; TC: tronc cérébral ; A:
amygdale ; BO : bulbes olfactifs, P : pont ; MC :mésencéphale ; N : neurone ; OLG : oligodendrocytes ; A : astrocytes ; ND : non déterminé ; Hyp : hyper ; P° : phosphorylation
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Tableau 3 : Les modéles murins transgéniques de tauopathie exprimant la protéine Tau mutée.

Adapté de Dujardin et al., 2015

Isoforme/mutation Distribution de tau Protéine Tau  Spécificité Initiation des pP° Fonction Mort Tau DNF Déficits Déclin Réf
exogéne cellulaire DNFs Hyp/an syn. neuronale insoluble moteurs coghnitif
altérée
Tau h2N4R Cx, H 0.1-0.2x N - +/+ ND - - - ND (Hundelt et al., 2011)
(souris) h2N4RP301L Cx, H, FF, A, ME, TC, S 0.7x N 3 mois +/+ ND + + + - + (Gotz et al., 2001a)
h2N4RP301L Cx, H,TC, T, A, C, ME 4x N 6-7 mois +/+ + ND + + + + (Terwel et al., 2005)
h2N4RP301L Cx, H, TC, T, C, HT, ME 1-2x N 2-8 mois +/+ ND + + + + ND (Lewis et al., 2000)
h2N4RP301L Cx, H, S, BO 13x N 1 mois +/+ ND + + + + + (SantaCruz, 2005)
h1N4RP301L SNC, ME ND OoLG 3-9 mois ND/ND ND + + + ND ND (Higuchi et al., 2005)
h1N4RP301L Cx, TC, T, ME ND N 12-24 mois +/ND ND ND + + + ND (Dabir et al., 2006)
hON4RP301L CE, S, H, A, ND N 3 mois +/+ ND + + + ND ND (Calignon, 2012)
hON4RP301L ND ND N ND +/+ ND ND ND + ND ND (Liu et al., 2012)
h1N4RP301S Cx, H, TC, A, ME 5x N 3-6 mois +/+ + + + + + + (Yoshiyama et al., 2007)
hON4RP301S Cx, H, TC, ME 2x N 5-6 mois +/+ ND + + + + + (Allen et al., 2002)
h2N4RG272V TC, ME, C, Cx, H ND N/OLG - +/+ ND ND + - - ND (Gotz et al., 2001b)
h2N4RN279K Cx, T, HT, BO, GB, C, TC, ME 0.01x N/A 13 mois +/+ ND + - + + + (Dawson et al., 2007)
hON4RN279K Cx, H, BO,S,D,C, TC 1.5x N - +/ND + - ND + + + (Taniguchi et al., 2005)
h2N4RR406W Cx, H, S, BO, T, C, ME, MC 1.8x N 14-18 mois +/+ + ND + + - + (Tatebayashi et al., 2002)
h2N4RR406W Cx, H, C, A, TC, ME 8-10x N 12 mois ND/ND ND ND + + + ND (zhang et al., 2004)
h2N4RR406W Cx, H, C, A, ME, T, BO, HT 0.8x N 10 mois +/+ ND - + + + + (lkeda et al., 2005)
h2N3RV337M Cx,H, TC,S, C ND N 12 mois ND/ND ND ND + + - + (Lambourne et al., 2007)
h2N4RV337M Cx, H 0.1-0.7x N 11 mois +/+ + ND + + ND + (Tanemura et al., 2002)
h1N4RK369I Cx, H, GB 3x N ND +/+ ND + + + + + (Ittner et al., 2008)
hON4RKK257TP301S Cx, H, TC, ME 0.05-1x N 6 mois +/+ + ND + + - + (Rosenmann et al., 2008)
h1N4RG272VP301S Cx, H, S, A, BO, ME ND N 3-6 mois +/+ + + + + - + (Belarbi et al., 2011)
h1N4RG272VP301S Cx, H, TC, ME ND N 3 mois +/+ ND + + + + ND (Leroy et al., 2007)
h2N4RG272VP301LR406W Cx, H, S, ME 1-2.5x N ND +/- ND ND + + - ND (Lim et al., 2001)
AK280 Cx, H, S, BO 0.7x N 2-3 mois +/+ + + + + ND + (Sydow et al., 2011b)
h2N4RDK280 Cx, H, S, BO 1-3x N 3 mois +/+ + - + + - + (Eckermann et al., 2007)
Tau/APP h2N4RG272VP301LR406W/APP ND ND N ND +/ND ND + + + ND + (Perez et al., 2008)
(souris) K670N-M671L
h2N4RP301L-APPV717I ND ND N 6-7 mois +/+ ND ND ND + - + (Terwel et al., 2008)
h2N3RV337M/APPV717I Cx, H, TC, S, C 2x N 12 mois +/ND ND ND ND + - + (Lambourne et al., 2005)
h2N4RP301L/APPSwe Cx, H, TC, T, C, HT, ME, A, CE, BO, 1-2x N 3-6 mois +/+ ND ND + + + ND (Lewis et al., 2001)
S
hON4RP301L/APPSwe/PS1M146 Cx, H, T, HT, BO 2-6x N 12 mois +/+ + ND ND + ND + (Oddo et al., 2003)
\
h2N4RP301LL/APPSwe/PS2 ND ND N - +/ND ND - ND + - + (Grueninger et al., 2010)
Tau 4R-D151-391 Cx, H, TC, ME 3-5x N ND +/ND ND - + + + + (Zilka et al., 2006)
(rat) 3R-D151-391 Cx, H, TC 3-4x N ND +/+ ND - + + ND ND (Filipcik et al., 2012)
h2N4RP301L Cx, H, C, ME ND N - +/ND ND - + - (Korhonen et al., 2011)

Cx : cortex; H: hippocampe ; FF : fornix fimbriae ; S: striatum; C: cervelet; T : thalamus; ME : moelle épiniere ; TC : tronc cérébral ;

A : amygdale ; BO : bulbes olfactif

s; CE:

cortex enthorinal ; HT : hypothalamus ; GB : ganglions basaux ; D : diencéphale ; MC : mésencéphale ; N : neurone ; OLG : oligodendrocytes ; A : astrocytes ; ND : non déterminé ;

Hyp : hyper ; P° : phosphorylation
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3. La neuroinflammation dans la MA : les acteurs et leurs mécanismes

a. Les principaux acteurs cellulaires de la neuroinflammation

La microglie

Les cellules microgliales sont les cellules immunitaires résidentes du systéme nerveux central. Elles
représentent 5 a 12% de la population cellulaire dans le cerveau adulte de la souris (Lawson et al., 1990),
et 0,5 a 16,6% chez I'Homme (Mittelbronn et al., 2001), en fonction de la région anatomique considérée.
Ces cellules proviennent de précurseurs hématopoiétiques primitifs du sac vitellin qui apparaissent avant
le jour 8 de la vie embryonnaire, pour la souris (Alliot et al., 1999; Ginhoux et al., 2010). De nombreuses
études ont montré qu’au cours de la vie, la population de cellules microgliales est maintenue trés
majoritairement par prolifération alors que les monocytes périphériques circulants contribuent a la
population microgliale uniguement en conditions pathologiques (Ginhoux et al., 2010). Dans le cerveau
sain, ces cellules présentent un petit soma et des ramifications longues, fines et mobiles leur permettant
de surveiller leur micro-environnement. Méme si ces cellules ont souvent été décrites comme étant dans
un état de repos, en quiescence, des études utilisant I'imagerie 2-photons ont montré que la microglie
surveille de maniere constante le parenchyme cérébral en étendant et rétractant ses ramifications dans
un domaine d’environ 80um3® (Nimmerjahn et al., 2005). Leurs ramifications sont au contact des
neurones, des astrocytes, et des vaisseaux sanguins et surveillent en permanence I'état fonctionnel des

synapses.

Dans un état physiologique, les cellules microgliales sont un élément indispensable a la maintenance et
la plasticité des circuits neuronaux (Ginhoux et al., 2010; Paolicelli et al., 2014). Elles contribuent a la
protection et au remodelage des synapses en phagocytant les épines dendritiques qui ne regoivent pas
de signaux de contacts synaptiques (Ji et al., 2013). Ce mécanisme d’élimination synaptique peut étre
altéré en conditions pathologiques ce qui aboutit a une perte synaptique anormale médiée par la

microglie (Hong et al., 2016).

Un des roles majeurs de la microglie est sa fonction de phagocytose. Ce mécanisme concerne les corps
apoptotiques, les débris cellulaires, ou encore les particules exogénes (Fu et al., 2014). Ces cellules
peuvent aussi initier la mort des cellules environnantes par un mécanisme appelé « phagoptose » (Brown

and Neher, 2014), c’est-a-dire la phagocytose de cellules stressées mais encore vivantes. Ce mécanisme
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pourrait avoir des effets déléteres dans les maladies neurodégénératives en amorcant la phagocytose de

neurones viables (Kao et al., 2011).

Pour une revue plus détaillée des réles de la microglie, se référer a Colonna and Butovsky, 2017 ainsi que

Salter and Stevens, 2017.

Programmed Phagocytosis

cell death

T ' RUNX1+/CD457/ Pu.1*/IRF8*

Microglia
c-Kit* progenitors pre-microglia surveillance

Neuronal plasticity Synaptic pruning

Figure 9 : Ontologie de la microglie et illustration de ses roles physiologiques dans le CNS.

La microglie provient de progéniteurs myéloides du sac vitellin et entre dans le SNC a un stade précoce du développement
embryonnaire (jour 8 de la vie embryonnaire pour la Souris). La microglie est impliquée dans le développement du cerveau ainsi
que I’homéostasie du SNC, en particulier en ce qui concerne la mort programmée des cellules et la clairance des neurones en
apoptose, et la phagocytose des axones et des synapses. D’aprés Salter and Stevens, 2017.

Dans la MA, l'activation microgliale est caractérisée par des changements morphologiques (un
élargissement du corps cellulaire et un rétrécissement des prolongements cytoplasmiques qui
deviennent plus épais et moins ramifiés), mais aussi par des changements transcriptionnels (une
augmentation de la production de cytokines et d’autres médiateurs pro-inflammatoires) (Dickson et al.,
1993; Heneka and O’Banion, 2007). Ces cellules ainsi activées peuvent capturer I'AB soluble par

pinocytose (Mandrekar et al., 2009) ou les fibrilles d’AB par phagocytose (D’Andrea et al., 2004). Ces
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cellules jouent donc un réle critique dans la clairance du peptide AB (Bolmont et al., 2008). A contrario, il
existe beaucoup moins d’études sur les relations entre Tau et la microglie. En effet, la microglie est
historiquement associée aux plaques amyloides, c’est pourquoi les chercheurs se sont principalement
concentrés sur le réle que pouvait jouer la microglie sur la pathologie amyloide. La localisation des
inclusions de Tau, intracellulaire, contrairement aux plagques amyloides, a de méme certainement

conforté I'idée d’étudier la microglie dans un contexte amyloide.

Cependant, outre la pathologie amyloide, la présence de microglie dans un état activé est détectée au
niveau de neurones atteints par la pathologie Tau dans des cerveaux de patients atteints de tauopathies
telles que la DFT, la PSP et la DCB (Gerhard et al., 2004; Ishizawa and Dickson, 2001). Ainsi, la pathologie

Tau peut a elle seule engendrer une réponse inflammatoire des cellules microgliales.

Les cellules microgliales impliquées ont-elles une origine locale ou périphérique ?

Une des questions actuelles est de savoir si les cellules myéloides impliquées sont des cellules
microgliales résidentes d’origine locale, ou des monocytes circulants d’origine périphérique. En effet,
dans certaines conditions, les cellules myéloides d’origine périphérique peuvent pénétrer dans le
systeme nerveux central (Ajami et al., 2007; Prinz and Mildner, 2011). Dans la MA, environ 60% des
patients auraient une barriére hémato-encéphalique (BHE) endommagée (Algotsson and Winblad, 2007

Bowman et al., 2007) ce qui pourrait favoriser cette pénétration.

Les macrophages nouvellement recrutés pourraient étre plus efficaces que la microglie résidente dans la
résolution de la pathologie amyloide (Malm et al., 2010). Une autre équipe a montré que les cellules
circulantes monocytaires pouvaient étre responsables de la phagocytose et la dégradation des plaques
amyloides dans un modeéle transgénique murin de la MA (Simard et al., 2006). De plus, ces macrophages
périphériques semblent efficaces pour la phagocytose de peptides AP synthétiques (Fiala et al., 2005).
Pour étudier in vivo I'effet de ces monocytes périphériques sur la pathologie amyloide, plusieurs équipes
ont bloqué le recrutement de ces monocytes périphériques au niveau du cerveau par ablation génétique
de Ccr2, qui code pour un récepteur a chimiokine responsable de ce recrutement. L'ablation de Ccr2
dans deux modeles amyloides a entrainé une diminution du recrutement des cellules monocytaires
périphériques ainsi qu’une accélération de la pathologie amyloide (El Khoury et al., 2007; Naert and
Rivest, 2011). De méme, une augmentation du recrutement des cellules myéloides au niveau du SNC par
la surexpression spécifique de TGFB dans les populations périphériques a permis d’augmenter

I’élimination des dépo6ts amyloides (Town et al., 2008). Une autre étude a montré qu’une augmentation
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de l'infiltration cérébrale de monocytes entraine une diminution de la progression de la pathologie dans
deux modeles de MA, par des mécanismes impliquant une augmentation de la capture cellulaire et de la
dégradation enzymatique d’AB ainsi que de la régulation de la neuroinflammation (Koronyo et al., 2015).
De plus, apres ablation de la microglie résidente dans les modéles amyloides APP/PS1 et APP23, il a été
montré que le recrutement des cellules myéloides d’origine périphérique était insuffisant pour nettoyer

la charge amyloide (Prokop et al., 2015; Varvel et al., 2015).

Les résultats semblent donc contradictoires quant a limplication des macrophages d’origine
périphérique par rapport a la microglie centrale dans I'évolution de la pathologie amyloide. D’autres
études remettent par ailleurs en cause I'hypothéese d’une infiltration des monocytes périphériques lors
du développement de la pathologie. Une stratégie pour réfuter cette hypothése a été d’utiliser un
modele de parabiose, qui consiste a connecter le systéeme circulatoire de deux souris, dans ce cas une
souris sauvage exprimant un marqueur spécifique au niveau des cellules de la lignée myéloide, et des
souris modeles de la MA, APP/PS1 et 5xFAD. Dans ce type d’expérience, les chercheurs n’ont montré
aucune évidence d’infiltration de monocytes autour des plaques amyloides (Y. Wang et al., 2016),
suggérant que la microglie endogene est la seule source des cellules myéloides retrouvée a proximité des
plaques amyloides. Ces résultats nécessitent confirmation, en utilisant notamment d’autres modeles de

MA, a des temps plus tardifs.

Comme c’est le cas pour la microglie, le role des monocytes circulants a été tres peu étudié dans un
contexte de tauopathie. A notre connaissance, seule une étude in vivo a été publiée sur ce sujet. Cette
étude met en évidence une réduction de I'hyperphosphorylation de Tau suite a une déficience en Ccr2,
dans un modele de traumatisme cranien (Gyoneva et al., 2015). Il a par ailleurs été montré in vitro que
les monocytes périphériques dérivés de macrophages ainsi que des macrophages immortalisés étaient
plus efficaces dans la phagocytose de formes oligomériques de Tau par rapport a des cellules

microgliales primaires ou immortalisées (Majerova et al., 2014).

Les astrocytes

Les astrocytes jouent un role prépondérant dans le processus de neuroinflammation qui survient au
cours des maladies neurodégénératives. En condition physiologique, les astrocytes ont un réle essentiel
dans l'activité et la survie neuronale en assurant différentes fonctions telles que la régulation de la
synaptogenese, I'angiogenese, ainsi que la régulation du métabolisme énergétique et de la transmission

synaptique (Bélanger and Magistretti, 2009). Dans le cerveau de patients atteints de la MA, les
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astrocytes sont associés avec les dépots amyloides, que ce soit dans des tissus humains post-mortem de
patients atteints de la MA (Medeiros and LaFerla, 2013) ou dans des modeles animaux (Olabarria et al.,
2010), suggérant que ces lésions génerent des molécules chimio-attractives qui permettent le
recrutement et I'activation astrocytaire. Les astrocytes deviennent alors réactifs, phénotype caractérisé
par une hypertrophie du soma et des prolongements cytoplasmiques ainsi qu’une surexpression des
protéines des filaments intermédiaires telles que la GFAP (pour Glial Fibrillary Acidic Protein) et la
vimentine (cf. Liddelow et Ben Barres pour revue sur les astrocytes réactifs). Tout comme la microglie,
les astrocytes réactifs libérent et produisent des cytokines et des chimiokines, des interleukines, de
I’oxyde nitrique et d’autres molécules potentiellement cytotoxiques, qui peuvent elles-mémes exacerber
la neuroinflammation. Récemment, Liddelow et coll. ont proposé une classification des astrocytes, a
I'instar de celle réalisée pour les macrophages par Murray et coll. (Liddelow et al., 2017; Murray et al.,
2014). Selon Shane Liddelow, les astrocytes réactifs peuvent étre divisés en deux classes : les astrocytes
Al qui surexpriment notamment des génes associés a la cascade du complément et qui sont donc
potentiellement considérés comme déléteres, en opposition aux astrocytes A2 qui surexpriment des
facteurs neurotrophiques et sont considérés comme neuroprotecteurs (Liddelow et al.,, 2017). La
microglie activée serait impliquée dans l'induction du phénotype astrocytaires Al suite a la sécrétion
d’IL1a, de TNFa et de Clq (Liddelow and Barres, 2017)(Figure 10). Il est a noter qu’aujourd’hui, la
classification M1/M2 des macrophages est nuancée et qu’il est maintenant reconnu que la microglie
présente un continuum d’état d’activation entre ces deux extrémes (Martinez and Gordon, 2014,
Ransohoff, 2016), nous pourrions dés lors nous demander si la classification A1/A2 des astrocytes ne

prendra pas la méme orientation.
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Figure 10 : Un modeéle possible de neurotoxicité impliquant une boucle microglie-astrocytes-neurones.

Les neurones endommagés peuvent sécréter des facteurs a I'origine de I'activation de la microglie. Cela entraine la libération
par la microglie de facteurs activant les astrocytes (IL1a, TNFa et Clq), qui sécrétent alors a leur tour des neurotoxines

déléteres. D’apres Liddelow and Barres, 2017.
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Role de la réponse immunitaire adaptative

Le systeme immunitaire adaptatif est composé des lymphocytes B et T. En fonction de la réponse
impliquée, les lymphocytes peuvent donc étre divisés en deux classes : les lymphocytes B, qui initient la
réponse humorale, et les lymphocytes T qui sont responsables de la réponse cellulaire. Dans des
conditions normales, les cellules du systeme adaptatif ne sont pas présentes dans le parenchyme
cérébral, contrairement au cas de maladies neurodégénératives. La réponse immunitaire adaptative, en
particulier l'infiltration cérébrale de cellules T, a été observée chez des patients atteints de la MA, et a
été principalement étudiée dans un contexte amyloide (Marsh et al., 2016; Rogers et al., 1988; Togo et
al., 2002). La pathologie Tau a quant a elle été moins étudiée dans ce contexte. Nous savons cependant
gu’il existe une corrélation positive entre le nombre de cellules T CD3+ dans le parenchyme de patients
atteints de la MA et la phosphorylation de Tau (Zotova et al., 2013). De plus, les patients atteints de la
MA présentent un niveau de cellules T CD8+ HLA-DR+ plus élevé dans leur LCR, qui est associé avec des
changements structuraux observés par IRM ainsi qu’une détérioration cognitive, ce qui suggére un effet
délétere de l'infiltration des cellules T (Lueg et al., 2015). Il a de plus été récemment mis en évidence que
I'infiltration de cellules lymphocytaires T favorise la réponse neuroinflammatoire et le déclin cognitif
dans le modeéle THY-Tau22 (Laurent et al., 2017). Cette étude met en évidence la présence de cellules T
CD8+ dans I'hippocampe des souris THY-Tau22, et que la déplétion en cellules T par un anticorps CD3
réverse les déficits de mémoire spatiale retrouvés dans ce modele, sans avoir d’effet sur la pathologie

Tau.

b. La neuroinflammation microgliale est-elle bénéfique ou

délétere ?

Role contradictoire de la neuroinflammation dans la MA.

Une question majeure dans le cadre de I’étude de la neuroinflammation dans la MA est de savoir si ce
phénomeéne joue un réle délétere ou a l'inverse bénéfique dans le développement de la maladie.

En 1990, une étude épidémiologique menée par Patrick McGeer a montré que |'usage chronique d’anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) pouvait provoquer une diminution de la prévalence de la MA chez
les patients (McGeer et al., 1990), confirmé par la suite par d’autres études épidémiologiques (Vlad et
al., 2008). Cette étude a entrainé la mise en place de nombreux essais cliniques prospectifs de molécules
anti-inflammatoires administrées a des patients atteints par la MA, se soldant tous par des résultats

négatifs (Jaturapatporn et al., 2012; Miguel-Alvarez et al., 2015). Ainsi, nous pouvons penser que les
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thérapies anti-inflammatoires semblent efficaces pour la prévention de I'apparition de la MA, mais
perdent leur bénéfice chez des patients symptomatiques. Cela implique que le phénomeéne de
neuroinflammation impacte différentiellement la pathologie selon le stade considéré.

A l'inverse, une autre théorie suggére que la neuroinflammation est bénéfique dans un premier temps.
Elle permettrait notamment la phagocytose des plaques amyloides par la microglie. Une étude clinique
récente appuie cette hypothese, et montre que I'activation microgliale apparait au stade prodromal et
probablement au stade préclinique de la MA, et semble jouer un réle protecteur dans la progression
clinique a un stade précoce de la maladie (Hamelin et al., 2016). Cependant, durant le développement de
la maladie, la microglie pourrait perdre cet effet bénéfique en acquérant un phénotype toxique en raison
de son activation chronique, et continue alors de produire des médiateurs pro-inflammatoires tels que le
TNF-a, le NO, I'lL-1B et les ROS (Lull and Block, 2010; Figure 10). Pour appuyer cette hypotheése, il a été
observé dans le modele amyloide 5xFAD une perte de 25% des neurones du subiculum, et cette perte
neuronale a pu étre entierement prévenue par I'élimination de la microglie (Spangenberg et al., 2016).
De méme l'invalidation du géne Cx3crl, dont la protéine est, entre autres fonctions, largement impliquée
dans la survie des monocytes (pour revue, Paolicelli et al., 2014), prévient la perte neuronale dans le
modele 3xTg (Fuhrmann et al., 2010), suggérant que ces cellules microgliales sont impliquées dans la
perte de neurones dans la MA. Plus récemment, il a été mis en évidence que les cellules microgliales
activent un complexe protéique appelé inflammasome, en réponse aux plaques AR, impliqué dans la
pathogenese de la MA en entrainant une escalade de I'inflammation et la libération d’un facteur appelé
« apoptosis- associated speck- like protein containing a CARD », qui peut a son tour initier la formation
de nouvelles plaques (Heneka et al., 2013; Venegas et al., 2017). De plus, une sur-activation durant les
phases précoces de la MA peut entrainer une phagocytose des synapses trop importante et ainsi aboutir
a des déficits cognitifs (Hong et al., 2016). Outre le fait d’acquérir un phénotype cytotoxique, la microglie
pourrait perdre en partie sa capacité de phagocytose au cours de la pathologie. Il a en effet été montré
qgue des cytokines pro-inflammatoires atténuent la phagocytose microgliale aprés stimulation par des
fragments d’AB (Koenigsknecht et al., 2005).

Au-dela des variations liées au stade de la pathologie, la complexité des cellules microgliales impliquées
dans ces processus pathologiques, qui a été mise en évidence récemment, peut aussi expliquer les réles
différentiels de ces cellules. Les équipes de Ido Amit et Michal Schwartz ont en effet montré
I'hétérogénéité et la complexité des cellules microgliales impliquées dans la MA par une méthode de
RNA-seq sur cellule unique, qui a notamment permis de mettre en évidence une population de cellules,

baptisées Disease-Associated Microglia ou DAM, potentiellement protectrices (Keren-Shaul et al., 2017,
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pour revue, Deczkowska et al., 2018). Ces cellules, retrouvées principalement autour des plaques
amyloides dans un modeéle murin transgénique de la MA, expriment des marqueurs microgliaux typiques
telles que /bal, Cst3 et Hexb, et régulent négativement des génes microgliaux homéostatiques tels que
P2ry12, P2ry13, Cx3crl (C-X3-C motif chemokine receptor 1), CD33 et Tmem119 (Transmembrane protein
119 precursor)(Figure 11). L’équipe d’Oleg Butovsky a de méme mis en évidence un phénotype microglial
lié a la neurodégénerescence, caractérisé par une perte de signature homéostatique des cellules
microgliales. La voie de signalisation impliquée serait dépendante de TREM2 mais aussi APOE
(Krasemann et al., 2017). Une autre étude menée par Bart de Strooper a montré qu’une exposition a AB

NLGF potentialise une réponse microgliale retrouvée lors du vieillissement

dans le modele murin App
normal. Cette réponse microgliale est hétérogéne et comprend de potentiels sous-types synaptotoxiques
(Sala Frigerio et al., 2019).

C’est cette complexité des cellules microgliales qui pourrait, au moins en partie, expliquer les résultats a

priori contradictoires retrouvés dans les différentes études citées précédemment.
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Figure 11 : Les « DAM », ou microglie associée au processus de neurodégénerescence.
Illustration schématique des stades d’activation des DAM. Chaque stade se caractérise par une modulation de I'expression de

multiples génes dont les génes clés sont présentés ici. Le premier stade d’activation est indépendant de TREM2, alors que le
deuxiéme stade d’activation est dépendant de TREM2. D’apres Deczkowska et al., 2018.

Concernant la composante tauopathique de la MA, l'administration de lipopolysaccharide (LPS),
déclencheur d’une neuroinflammation aigué, entraine une augmentation importante de la tauopathie

dans le modeéle transgénique Tg4510 (Lee et al., 2010). Une exacerbation de la tauopathie a aussi été
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observée lors de I'administration systémique de LPS dans le modele 3xTg (sans aucun effet sur la
pathologie amyloide) (Kitazawa et al., 2005). De méme, la surexpression de I'lL-1, une cytokine pro-
inflammatoire, dans le prosencéphale du modele 3xTg a provoqué I'augmentation de la pathologie Tau
(Ghosh et al., 2013). Ces résultats sont en accord avec une étude in vitro montrant que I'lIL-1 entraine la
phosphorylation de Tau (Gorlovoy et al., 2009; Li et al., 2003). Par ailleurs, I'’équipe de Bhaskar a mis en
évidence qu’une activation microgliale par administration de LPS accélérait significativement la
pathologie Tau dans le modele murin de tauopathie hTau. Une déficience en CX3CR1, qui est le
récepteur a la fraktalkine et est impliqué dans la communication entre microglie et neurones, entraine
de plus une augmentation de la pathologie Tau ainsi que des déficits cognitifs dans ce modele (Bhaskar
et al., 2010; Maphis et al., 2015). A I'inverse, une surexpression de la fraktalkine dans le modeéle rTg4510

entraine une réduction de la pathologie Tau (Nash et al., 2013).

L'influence de la neuroinflammation semble donc en opposition entre la pathologie amyloide et la
tauopathie. Alors que I'induction de la neuroinflammation serait bénéfique dans un stade précoce de la

pathologie amyloide, elle pourrait étre a I'inverse délétére dans un contexte de tauopathie.

La question du role bénéfique ou a l'inverse délétere de la neuroinflammation dans la MA a donc de
multiples réponses selon les critéres choisis, a savoir le stade de la pathologie (précoce ou tardif) et le
type de marqueur (pathologie amyloide ou tau) considérés. L'étude de la complexité des cellules
microgliales ainsi que la découverte récente des DAM pourraient permettre de mieux comprendre le role

de ces cellules dans le développement de la MA.

La microglie est-elle impliquée dans la propagation de la protéine Tau pathologique ?

Heiko Braak a montré que la tauopathie présente une progression spatio-temporelle caractéristique
(Braak and Braak, 1991). La microglie est capable de phagocyter les formes solubles ainsi que les formes
insolubles de Tau (Asai et al., 2015; Boléds et al., 2016; Luo et al., 2015). Une fois phagocytée, la protéine
Tau peut étre dégradée (Luo et al., 2015) ou sécrétée par des vésicules d’exocytoses appelées exosomes
(Asai et al., 2015; Saman et al., 2012). La microglie pouvant a la fois capter et sécréter la protéine Tau,
nous pouvons imaginer que ces cellules aient un role dans la propagation de la tauopathie dans le
cerveau. Cette hypothese a été étudiée par une équipe ayant développé un modele de propagation de
Tau par injection de rAAV dans le cortex entorhinal médian. Ce modele permet la surexpression de la
protéine Tau humaine P301L et aboutit a la propagation de la protéine Tau du cortex entorhinal médian

a la couche granulaire du gyrus denté des 4 semaines suivant le transfert de géne (Asai et al., 2015).
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Cette étude montre que I’élimination de la microglie entraine un arrét de la propagation de Tau. Elle
montre de plus que l'inhibition de la synthése d’exosomes dans une culture primaire de microglie
entraine une réduction de la transmission de Tau de la microglie aux neurones (Asai et al.,, 2015),
mettant en évidence le réle de la microglie dans la propagation de la protéine Tau. Cependant, les
modalités de la phagocytose de Tau par la microglie demeurent inconnues, méme si les auteurs
proposent un mécanisme de « phagoptose », un type de mort cellulaire par phagocytose qui a

récemment été associé a la microglie (Brown and Neher, 2014).
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Figure 12 : Schéma de I’activation aigue et chronique de la microglie dans le contexte de la MA.

Dans son état de surveillance, la microglie analyse de maniére dynamique la composition du parenchyme cérébral. Une
perturbation de I'homéostasie du cerveau provoque |'activation de la microglie. Dans cet état actif, la microglie libere des
médiateurs pro-inflammatoires afin de recruter d’autres cellules et de phagocyter I'élément en cause. Lorsque I'anomalie est
résolue, la microglie sécrete des facteurs anti-inflammatoires pour favoriser la réparation des tissus. Dans les maladies
neurodégénératives, la libération de facteurs pro-inflammatoires de fagon chronique et I'augmentation de la mort neuronale
aboutissent a un état d’activation chronique de la microglie, délétére dans la progression de la pathologie. D’apres Spangenberg
et al., 2016.

34



c. La neuroinflammation est-elle  une cause ou une

conséquence de la MA ?

Nous venons d’exposer que la chronologie de la neuroinflammation dans la progression de la maladie est
importante pour I'évolution de la pathologie. En effet, ce phénomene apparait précocement au cours de
la pathologie et a un impact sur son développement. Une autre question majeure est alors de savoir si la

neuroinflammation ne pourrait pas étre une cause plutdt qu’une conséquence de la maladie.

Certaines études montrent que les modifications de I'état inflammatoire se produisent avant I'apparition
des plagues amyloides (Ferretti et al., 2012; Heneka et al., 2005; Wright et al., 2013). La stimulation du
systéme immunitaire dans des souris prénatales avec un mimétique viral, 'acide polyinosinic-
polyribocytidilic, suivi d’'une réactivation immunitaire a I'dage adulte, est suffisant pour induire le
développement d’'une forme sporadique de la MA, caractérisée par des dépots amyloides ainsi qu’une
hyperphosphorylation et une agrégation de la protéine Tau, des déficits de la mémoire de travail, et une
activation microgliale chronique (Krstic et al., 2012). Cette étude met en évidence qu’une activation du
systeme immunitaire de maniére trés précoce est un facteur suffisant pour déclencher le développement
de la MA. De plus, I'activation microgliale précede I'agrégation de Tau dans le modele souris P301S de
tauopathie (Yoshiyama et al., 2007). A l'inverse, l'induction d’une inflammation systémique par
administration d’un ligand du TLR-4, le lipopolysaccharide (LPS), induit I’hyperphosphorylation de Tau
dans le modéle transgénique 3xTg de la maladie d’Alzheimer par un mécanisme dépendant de la kinase
CDK5 (Kitazawa et al., 2005). Ce méme auteur a montré que le blocage ou a I'inverse I'activation de la
voie de signalisation de I'IL1 entrainait respectivement une atténuation ou une exacerbation de la
pathologie Tau (Kitazawa et al., 2011). Ainsi, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telle que I'lL1f
favorise la pathologie Tau. A l'inverse, réduire la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires par
administration de minocycline provoque une réduction de la pathologie Tau (Garwood et al., 2010;

Noble et al., 2009).

Ces différentes études suggerent que l'inflammation est partie prenante dans l'induction de la

pathologie Tau.

Par ailleurs, la pathologie Tau seule peut induire une activation du systeme neuroinflammatoire. En

effet, il a été montré dans différents modeles transgéniques de tauopathie que les processus
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neuroinflammatoires sont activés dans des zones cérébrales dans lesquelles il n’y a pas encore de mort
neuronale (Bellucci et al., 2004; Laurent et al., 2017). Dans ces différents modeles, la neuroinflammation
survient avant l'apparition de la dégénérescence neurofibrillaire, laissant supposer que ce sont les
formes oligomériques solubles de Tau qui sont a I'origine de ces réponses inflammatoires (Yoshiyama et
al.,, 2007). Il a de plus été montré que la protéine Tau mal-conformée et tronquée peut, en culture
primaire, induire la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires via les voies MAPK et NFkB (Kovak et al.,
2011). Cela contribuerait alors a alimenter le cercle vicieux entre la neuroinflammation et la pathologie

Tau (Figure 13).
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Figure 13 : Le cercle vicieux entre la réponse immunitaire innée et la pathologie Tau.

Les espéces pathologiques hyperphosphorylées de Tau peuvent étre sécrétées au niveau extracellulaire, expliquant la
propagation progressive de la tauopathie. De plus, cela promeut I’activation microgliale et astrocytaire, qui entraine le relargage
de cytokines ou de molécules inflammatoires neurotoxiques telles que I'lL1-B et le TNFa. Par une modulation des kinases de Tau
(p38, CDK5,...), I'activation gliale augmente la pathologie Tau, perpétuant le cercle vicieux. La microglie serait aussi impliquée
dans la propagation de Tau en relarguant des exosomes contenant Tau. Adapté de Laurent et al., 2018.

L’hypothese d’une fonction microgliale compromise comme contributeur de la pathogenese de la MA est
appuyée par la publication récente d’études pangénomiques (GWAS). Ces études ont permis d’identifier
différents polymorphismes mononucléotidiques (Single Nucleotide Polymorphisms ou SNPs) qui
confeérent un risque accru de développer la MA, et qui impliguent de nombreux genes associés a la

fonction microgliale, tels que CD33, CR1 ou encore CLU (Malik et al., 2015).
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Parmi ces facteurs de risque, le géne TREMZ2 (Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 2) a été
particulierement mis en avant ces dernieres années dans la recherche sur la MA. Deux études récentes
ont en effet mis en évidence une association entre les polymorphismes de ce gene et la maladie,

particulierement concernant le polymorphisme R47H (Guerreiro et al., 2013b; Jonsson et al., 2013).

4. Les roles du récepteur microglial TREM2 dans les maladies

neurodégénératives

a. TREM?2 : son implication dans les maladies neurodégénératives

Initialement, certains polymorphismes de TREM2 furent identifiés comme cause génétique d’une
maladie orpheline appelée ostéodysplasie polykystique lipomembraneuse avec leucoencéphalopathie
sclérosante (PLOSL) ou plus communément maladie de Nasu Hakola (NH) (Paloneva et al., 2002). Cette
maladie, découverte en 1972 par le japonais Nasu Hakola (Hakola, 1972), est une leucodystrophie
héréditaire rare se caractérisant par une démence présénile progressive ainsi que par des lésions
osseuses polykystiques entrainant des fractures osseuses récurrentes au niveau des extrémités
supérieures et inférieures (Kaneko et al.,, 2010). D’'un point de vue neuropathologique, les patients
atteints par cette maladie présentent une dégénérescence axonale, une atrophie corticale ainsi qu’une
perte de matiere blanche associées a une réponse inflammatoire exacerbée caractérisée par une
astrocytose et une microgliose (Satoh et al., 2011). Ces patients sont homozygotes pour des variants de
TREM2 ou de son adaptateur intracellulaire DAP12 provoquant des pertes totales de fonction des

protéines TREM2 ou DAP12.

Depuis la découverte de I'association de variants de TREMZ2 avec le syndrome de NH par Paloneva et coll.
en 2002, de nombreuses études ont par la suite mis en évidence le réle de TREM2 comme facteurs de
risque dans d’autres maladies neurodégénératives. Ainsi, deux études ont en 2013 mis en avant
I'implication du polymorphisme R47H de TREM2 dans la MA (Guerreiro et al., 2013b; Jonsson et al.,
2013). Celui-ci est associé aux formes sporadiques de la MA. Méme si, dans la population étudiée, la
fréquence de ce variant est rare (de I'ordre de 0.63%), il confére un risque similaire a celui induit par
I'allele €4 du gene APOE, le facteur de risque le plus important concernant les formes sporadiques de la
MA (Guerreiro et al., 2013c; Jonsson et al., 2013; Figure 14). L'étude des variants de TREM2 comme
cause potentielle d’autres maladies neurodégénératives a dés lors connu un fort engouement. Il a ainsi

été montré qu’un accroissement des risques de développer la maladie de Parkinson (Liu et al., 2016;
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Rayaprolu et al., 2013), la sclérose latérale amyotrophique ou SLA (Cady et al., 2014) ainsi que les
démences fronto-temporales (Borroni et al.,, 2014; Redaelli et al.,, 2018) est également lié aux
polymorphismes de ce gene. Cependant, ces résultats sont encore controversés concernant la maladie

de Parkinson et la SLA (Lill et al., 2015; Mengel et al., 2016).

GENETIC LANDSCAPE OF ALZHEIMER’S DISEASE
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Figure 14 : Génétique de la MA.

Les différents geénes et loci associés au développement de la MA. En bleu sont représentés les analyses de liaison génétique de
cas familiaux, en orange les variants communs entrainant un risque faible de développer la maladie et en vert le premier variant
rare avec un risque intermédiaire de développer la maladie. D’aprés Guerreiro et al., 2013a.

b. TREM?2 : généralités

Les récepteurs TREMs sont des glycoprotéines transmembranaires de la super famille des
immunoglobulines. lls possedent un domaine « immunoglobin like » en position N-terminale, un
domaine transmembranaire et une courte queue intracellulaire en position C-terminale (Colonna, 2003;

Paradowska-Gorycka and Jurkowska, 2013).

Chez 'Homme, les génes codant pour les TREMs se situent sur le chromosome 6p21 (Colonna, 2003), et
sur le chromosome 13 chez la Souris. lls permettent I'expression de plusieurs protéines TREM1, TREM2,
TREM4, TREMS5 ainsi que des protéines similaires a TREM, appelés « TREM like ». Nous nous

intéresserons ici plus particulierement au récepteur TREM2 qui est le sujet de cette étude.

L’expression de TREM2
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TREM2 est exprimé par les cellules de la lignée myéloide : les cellules dendritiques (Bouchon et al.,
2001), les granulocytes (Hu et al., 2014), les macrophages dérivés des monocytes (Hu et al., 2014), les
splénocytes (Takahashi et al., 2005), les cellules de Kupffer (Gongalves et al., 2013), les macrophages
alvéolaires (Koth et al., 2010) ainsi que les ostéoclastes (Paloneva et al., 2003). Dans le cerveau, TREM?2
est exprimé trées majoritairement par la microglie comme le confirme une étude transcriptomique
(Hickman and El Khoury, 2014) ; cependant, une faible expression neuronale (Sessa et al., 2004) et

oligodendrocytaire (Kiialainen et al., 2005) ont été rapportées par certaines études.

Son expression commence a partir de E14 dans le SNC de souris (Thrash et al., 2009) et se poursuit tout
au long de la vie. L'expression de TREM2 varie en fonction des régions étudiées, TREM2 étant tres
exprimée dans la matiere blanche (Forabosco et al., 2013), I’hippocampe (Forabosco et al., 2013; Sessa
et al., 2004) et la moelle épiniére (Paloneva et al., 2002; Sessa et al., 2004). Cela pourrait s’expliquer par

la forte densité de cellules microgliales dans ces régions (Forabosco et al., 2013).

Les modifications post-traductionnelles de TREM2

La protéine TREM2 subit au cours de sa maturation des modifications post-traductionnelles telles que la
glycosylation (Kleinberger et al., 2014; Park et al., 2015; Wunderlich et al., 2013). Cette protéine est aussi
sujette a des clivages protéolytiques par des protéases telles que ADAM10 et ADAM17, générant alors
dans l'espace extracellulaire des fragments solubles (Feuerbach et al.,, 2017; Kleinberger et al., 2014,
Wunderlich et al., 2013). Ces formes solubles de TREM2 (sTREM2) ont été observées pour la premiere
fois dans le LCR de patients atteints de sclérose en plaque ou SEP (Piccio et al., 2008) avant d’étre
observées dans des cohortes de patients atteints de la MA (Gispert et al., 2016; Henjum et al., 2016;
Heslegrave et al.,, 2016; Suarez-Calvet et al., 2016). La concentration en formes solubles de TREM?2
augmente dans le LCR de patients en phase symptomatique précoce de la MA (Gispert et al., 2016;
Sudrez-Calvet et al., 2016), en corrélation avec des marqueurs de lésions neuronales (Sudrez-Calvet et al.,
2016). Les formes solubles de TREM2 sont aussi augmentées dans le LCR de patients atteints de SLA
uniqguement a des stades précoces (Cooper-Knock et al., 2017). Ainsi, les formes solubles de TREM2 dans
le LCR pourraient, a défaut d’étre un biomarqueur de diagnostic de la MA, permettre d’identifier le stade
de la pathologie, en complément d’autres biomarqueurs diagnostiques. Ces formes solubles pourraient
par ailleurs jouer un réle dans la résolution de la MA, puisque I'apport de sTREM2 dans le cerveaux de
souris 5xFAD entraine une diminution de la charge amyloide et améliore les déficits de mémoire spatial

et de potentialisation a long terme (Zhong et al., 2019).
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Les ligands de TREM2

De nombreux ligands endogénes et exogenes potentiels du récepteur TREM2 ont été proposés. Parmi
eux, les molécules anioniques présentes au sein des bactéries ont été les premiers ligands identifiés, tels
que le LPS, les acides lipoteichoiques, les peptidoglycanes et les dextran-sulfates (Daws et al., 2003).
Cependant, I'implication potentielle de ces ligands dans le cadre des maladies neurodégénératives
semble limitée, méme s’il a été rapporté une potentielle implication virale ou bactérienne dans la MA

(revue McManus and Heneka, 2017).

Certaines études ont montré que TREM2 pouvait se lier a des neurones en apoptose (Hsieh et al., 2009;
Takahashi et al., 2007, 2005). Au cours de l'apoptose, la membrane plasmique subit une perte
d’asymétrie de la bicouche lipidique, qui se traduit par I'exposition de certains lipides tels que la
phosphatidylsérine au niveau extracellulaire alors qu’ils en sont absents en conditions physiologiques.
TREM?2 se lierait alors a certains de ces lipides présents a la surface des cellules en apoptose (Hsieh et al.,
2009). TREM2 pourrait aussi se lier a d’autres lipides anioniques et zwitterioniques connus pour interagir
avec les fibrilles amyloides (Wang et al., 2015). D’autres études ont montré que TREM2 se liait a des
apolipoprotéines impliquées dans la MA telles que ApoE ou encore la clusterine (Bailey et al., 2015;
Jendresen et al., 2017; Yeh et al., 2016). Certains variants de TREM2 tels que R47H, D87N ou encore
R62H pourraient alors altérer les interactions de TREM2 avec ces ligands (Wang et al., 2015). Plus
récemment, il a été mis en évidence que le domaine extracellulaire de TREM2 pouvait se lier a des
oligomeres d’AB avec une affinité similaire a celle des récepteurs d’AB et que cette liaison diminuait avec

les variants R47H et R62H (Zhao et al., 2018).

Signalisation de TREM2

Le récepteur TREM2 doit étre associé avec un adaptateur appelé DAP-12, pour DNAX-activating protein
of 12kDa, permettant la transduction du signal au niveau intracellulaire (Figure 15). La stimulation des
récepteurs TREM par leurs ligands entraine la phosphorylation de certains résidus tyrosine contenus
dans le motif ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) de DAP-12 par les kinases de la
famille src. Ceci conduit au recrutement de différentes molécules telles que DAP10 et PI3K, a leur tour
activées par phosphorylation de résidus tyrosine par la kinase SYK, permettant I'initiation de différentes
voies de signalisation telles que ERK, Akt, MAPK, PKC, PLCy, rac, vav ou encore STATL1. L’activation de
toutes ces voies entraine une régulation de différents génes ainsi qu’un réarrangement du cytosquelette

permettant d’initier différentes fonctions cellulaires impliquées dans I'activation des cellules
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immunitaires, que nous décrirons plus en détail dans la partie suivante (voir 4.c Les fonctions de TREM?2)

(Colonna, 2003; Paradowska-Gorycka and Jurkowska, 2013).
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Figure 15 : Le récepteur microglial TREM2, et sa protéine adaptatrice DAP-12.

Les variants extracellulaires de TREM2 associés avec la maladie de Nasu Hakola (rouge) et la MA (vert).

L’activation de TREM2 entraine la phosphorylation des résidus tyrosine de DAP-12, au niveau du domaine cytoplasmique, par les
kinases SRC. La phosphorylation de ces résidus entraine le recrutement de la kinase SYK (spleen tyrosine kinase) permettant
I'initiation de différentes voies de signalisation telles que ERK, Akt, PKC, PLCy ou encore STAT1.
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c. Les fonctions de TREM?2

Le récepteur TREM2 est impliqué dans la phagocytose, la prolifération et la survie cellulaire, le
chimiotactisme, ainsi que la régulation des réponses inflammatoires, processus que nous développerons

dans cette partie.

Phagocytose

TREM2 a été initialement identifié comme un récepteur capable d’induire la phagocytose des bactéries
(N’Diaye et al., 2009). Il est d’ailleurs a noter que TREM2 est principalement exprimé par des cellules
phagocytaires. La diminution de I'expression de TREM2 par shRNA entraine in vitro une diminution de
I'activité phagocytaire, alors qu’a l'inverse la surexpression de TREM2 a l'aide de vecteurs lentiviraux
entraine une augmentation de la phagocytose des neurones apoptotiques par la microglie (Takahashi et
al., 2005). Cet effet a été retrouvé in vitro avec d’autres stimuli tels que I’AB (Jiang et al., 2014; Zhao et
al., 2018), des bactéries et produits bactériens (Gawish et al., 2015), ainsi que des lipides (Yeh et al.,
2016). In vivo, des souris modeles de la MA déficientes en TREM2 présentent une réduction de la

colocalisation d’AB avec les phagosomes CD68+ et donc un défaut de phagocytose (Yuan et al., 2016).

Récemment, une étude a montré que TREM2 serait aussi impliqué dans I’élimination des synapses
surnuméraires lors des premiéres phases du développement cérébral. TREM2 jouerait donc un réle
déterminant dans I'établissement d’une connectivité cérébrale fonctionnelle (Filipello et al., 2018). Il
serait des lors intéressant de vérifier si le risque induit par une déficience en TREM2 dans le cas des
maladies neurodégénératives pourrait provenir au moins en partie, d’'une dysfonction du réseau

neuronal.

Prolifération et survie cellulaire

TREM2 participe a la prolifération des cellules de la lignée myéloide. Une déficience en TREM2 dans des
lignées cellulaires de gliome (X.-Q. Wang et al., 2016) et dans des cultures primaires de microglie (Zheng
et al., 2017) entraine un arrét du cycle cellulaire. Une diminution du nombre de cellules myéloides en
prolifération est aussi retrouvée in vivo dans des modeéles de démyélinisation (Cantoni et al., 2015) ou
encore dans des modeles murins de MA (Jay et al., 2017; Y. Wang et al., 2016). En plus de son rdle dans

la prolifération cellulaire, TREM2 serait impliqué dans la survie cellulaire. En effet, in vitro, en condition
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de stress, les cellules myéloides de souris 5xFAD déficientes en TREM2 sont moins viables que celles qui
expriment la forme sauvage de TREM2 (Wang et al., 2015). De plus, in vivo, les auteurs de cette méme
étude ont relevé un nombre plus important de cellules microgliales TUNEL-positives dans les souris
5XFAD-Trem2”" que dans les 5xFAD exprimant la forme sauvage de TREM2, illustrant ainsi le rdle de
TREM2 dans la survie microgliale. Cette survie serait médiée par I’activation de la voie de signalisation
CSF1R-DAP12-Bcaténine, qui est connue pour réguler la survie et la prolifération des cellules myéloides
(Otero et al.,, 2009). Toutefois, une étude plus récente propose la voie Wnt/B-caténine comme

médiateur de cette survie cellulaire (Zheng et al., 2017).

Chimiotactisme

Une analyse transcriptomique a été réalisée sur des cellules microgliales provenant de souris déficientes
en TREM2 ou non. Cette étude a montré que, dans la microglie, les génes ayant un profil d’expression
différent entre les deux modeéles étaient impliqués dans le chimiotactisme, la migration et la mobilité
(Mazaheri et al., 2017). Dans cette méme étude, une expérience ex vivo sur tranche organotypique de
cerveaux a montré que I'absence de TREM2 réduit la distance de migration de la microglie, et cette
migration peut étre restaurée par ré-expression de TREM2. De méme, in vivo, la microglie déficiente en
TREM2 présente un défaut de migration apres injection de neurones apoptotiques. Les souris déficientes
en TREM2 présentent par ailleurs une diminution de la chimiokine CCL2, et in vitro, les cellules
déficientes en TREM2 présentent une diminution du chimiotactisme médié par CCL2 (Mazaheri et al.,
2017). De ce fait, il serait intéressant d’évaluer I'éventuelle contribution de TREM2 dans le recrutement

des monocytes périphériques au cours de la MA.

Régulation des réponses inflammatoires

Alors que les premieres études sur les fonctions de TREM2 lui ont conféré un réle uniquement anti-
inflammatoire, sa participation dans la régulation des réponses inflammatoires est dorénavant connue
pour étre plus complexe, en fonction du stimulus, de sa force et de sa durée, du type cellulaire considéré
ainsi que du contexte. Des analyses en réseau ont d’ailleurs montré que TREM2 était co-enrichi a la fois
avec des clusters de genes classiquement considérés comme anti- et pro-inflammatoires dans le cerveau
(Forabosco et al., 2013). Il est a noter qu’en dehors de conditions pathologiques, les profils
transcriptomiques de la microglie déficiente (Wang et al., 2015) ou surexprimant TREM2 (Jiang et al.,

2014) sont assez similaires.
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Dans certains contextes, TREM2 atténue la réponse neuroinflammatoire. In vitro, une déficience en
TREM2 entraine une augmentation de I'expression de médiateurs pro-inflammatoires en réponse a une
stimulation par des neurones pro-apoptotiques (Takahashi et al., 2005), ou par le LPS (Gao et al., 2013).
Le role anti-inflammatoire de ce recepteur au sein de la microglie et des macrophages infiltrants a de
méme été montré in vivo notamment dans des modeles amyloides (Jiang et al., 2014), dans des modéles
de tauopathie (Jiang et al., 2016, 2015) ou encore aprés stimulation par le LPS concernant les
macrophages infiltrant les tissus (Turnbull et al., 2006). A I'inverse, une surexpression de TREM2 dans des
modeles amyloides (Jiang et al., 2014; Lee et al., 2018) et dans des modeles de tauopathie (Jiang et al.,

2016) réduit I'expression de médiateurs pro-inflammatoires.

Cependant, d’autres études supportent le fait que TREM2 pourrait a l'inverse entrainer et amplifier la
réponse inflammatoire. Dans ce sens, une déficience en TREM2 dans le modéle amyloide 5xFAD
provoque une diminution des transcrits pro-inflammatoires (Ulrich et al., 2014; Wang et al., 2015). De
plus les cellules microgliales présentes a proximité des plaques dans des modeles amyloides déficients en
TREM2 présentent une morphologie caractéristique d’une réduction de leur activation, a savoir une
diminution de la taille de leur soma et de leur surface ainsi qu’'une augmentation de la longueur de leurs

ramifications (Ulrich et al., 2014; Wang et al., 2015).

Métabolisme microglial

Depuis longtemps, la MA est associée avec des dysfonctions métaboliques, mais la plupart des études se
sont focalisées sur le métabolisme neuronal. Des dysfonctions du métabolisme microglial pourraient
aussi étre en cause, et ceci pourrait impliquer le récepteur TREM2. Les taux cérébraux de glucose,
déterminés par FDG-UTEP, sont diminués dans un modele Knock-In T66M de la maladie de NH. Cette
réduction de I'utilisation de glucose pourrait étre d0 a un défaut de la fonction microgliale, qui impacte
I’état métabolique du cerveau, ce qui suggérerait qu’une dysfonction de TREM2 pourrait altérer le

métabolisme cérébral et favoriser la pathogenése (Kleinberger et al., 2017).

Il a de plus été montré que, dans le modele amyloide 5xFAD, la microglie déficiente en TREM2 présente
beaucoup de vésicules d’autophagie liées a un déficit de la voie mTOR, ce qui affecte alors le niveau
d’ATP et différentes voies de biosynthése. En apportant indirectement de I’ATP par l'apport de
cyclocréatine, I'autophagie est diminuée et le recrutement de la microglie autour des plaques est alors
restauré, ce qui suggere que TREM2 régule la fonction microgliale, au moins en partie, en modulant le

métabolisme énergétique de la cellule (Ulland et al., 2017).
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La Figure 16 récapitule les fonctions de TREM2 et les voies de signalisation qui y sont rattachées.
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Figure 16 : Fonctions et signalisation de TREM2.

Suite a la stimulation de TREM2 par ses ligands, TREM2 peut s’associer avec des homodimeres de DAP12 ou des hétérodimeres
DAP10/DAP12 afin de médier les voies de signalisation en aval. Cela implique la phosphorylation des protéines adaptatrices,
suivi de la liaison de différents composants, qui initient ou préviennent alors différentes voies de signalisation entrainant la
prolifération, la différenciation, la survie, la phagocytose, le chimiotactisme, I'autophagie, le métabolisme et I'inflammation.

Inspiré de Jay et al., 2017.
d. TREM_2 : un facteur de risque pour la MA

Suite aux études publiées respectivement par Gueirrero et Jonnson en 2013, il a été observé un

engouement particulier pour I'étude du réle de TREM2 dans les maladies neurodégénératives, et en
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particulier dans la MA. Au moment de I’écriture de ces lignes et depuis ces deux publications, 174 études
sur TREM2, qu’elles soient in vitro, in vivo ou cliniques, ont été publiées dans le cadre des maladies

neurodégénératives, dont 77 concernaient la MA.

TREM2 et pathologie amyloide

Les études de I'effet de TREM2 sur la pathologie dans des modeles amyloides ont amené a des résultats
semblant a priori contradictoires. Ainsi certaines études ont mis en évidence qu'une déficience en
TREM2 réduit la pathologie amyloide (Jay et al., 2015; Yuan et al., 2016) alors que d'autres supportent a
I'inverse qu'elle I'augmente (Wang et al., 2015). Ces résultats peuvent toutefois s'expliquer par le fait que
le r6le de TREM2 pourrait étre dépendant du stade de la pathologie considéré. Ainsi, a un stade précoce
TREM2 réduirait la pathologie amyloide alors qu'il l'augmenterait a un stade plus tardif (Jay et al., 2017).
De méme, les études dans lesquelles Trem2 est surexprimé mettent en évidence une réduction de la
pathologie a un stade précoce (Jiang et al., 2014) et pas d'effet a un stade plus tardif (Jiang et al., 2017).
Cette différence dépendante du stade de la pathologie pourrait de maniere plus large refléter le réle
différentiel des cellules myéloides au cours de la pathologie, comme il a été mentionné dans le chapitre
précédent. Les différences entre les modeles utilisés sont aussi a prendre en considération. Notamment,
plusieurs modeéles transgéniques murins de déficience en TREM2 sont disponibles, mais construits
différemment : le modeéle créé par le laboratoire de Marco Colonna utilisant une cassette de sélection
néomycine, le modéle du laboratoire Jackson utilise la technologie CRISPR/Cas9, et le modeéle Velocigene
présente une cassette LacZ remplagant la région codante de TREM2 (Figure 17). Il est a noter que le
modele Velocigene présente un biais d0 a une augmentation trés importante de 'expression de Treml1,
qui pourrait compenser ou masquer l'effet de la déficience en TREM2 (Kang et al., 2018). Ce modéle a

notamment été utilisé par les études de Jay et coll.

Enfin, I'’équipe de Marco Colonna a produit pour la premiere fois une souche de souris exprimant la
forme humaine R47H de TREM2, qui a par la suite été croisée avec le modele amyloide 5xFAD. De
nombreuses études in vitro suggerent que le polymorphisme R47H entraine une perte de fonction
TREM2 (Tableau 6), et cette étude in vivo confirme cette perte de fonction, notamment une perte de

I’activation et de la prolifération microgliale en réponse a la pathologie amyloide (Song et al., 2018).

Le Tableau 4 récapitule de maniere synthétique les différents effets de TREM2 sur la pathologie

amyloide.
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Trem2 KO Trem2 KO Trem2 KO

(Velocigene) (Colonna) (CRISPR/Cas9)
1 2 345 1 2 345 1 2 345
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Targeting | > / Targeting / \ CRISPR/ 1 2 i 5
construct | hUbC- construct Cas9 11§ -1
(Zen-Ub1) b oo »- pMC1neo deletion
l (blue) |
v T2 S 1 2 345
> — W jnecp b -
I, ”ggf‘; | cmv cre
1 2 5
-8 ) i = = stop codon

Figure 17 : Différentes stratégies de délétion de Trem2 suivant les modéles transgéniques considérés.
Le modeéle KO Velocigene est obtenu par le remplacement de la région codante pour Trem2 dans sa totalité par une cassette de

sélection (lacZ-flox-promoteur de I'Ubiquitin C humain-néomycine-flox), commencant 16 pb aprés le codon « start » ATG et
finissant au codon stop TGA de Trem2.

Le modéle KO de I'équipe de Colonna est obtenu par recombinaison homologue, en utilisant un vecteur cible congu pour
remplacer les exons 3 et 4 par une cassette de sélection néomycine, encadrée de sites loxP, dans des cellules souches
embryonnaires (CSE) de souris 129P2/OlaHsd. Les souris sont alors générées par injection des CSE dans des blastocystes
C57BI/6. Les animaux chimeéres sont ensuite croisés avec des souris exprimant la Cre pour supprimer le géne de résistance a la
néomycine.

Le dernier modéle KO est obtenu par la technologie d’édition de géne CRISPR/Cas9. La jonction d’extrémités non homologues
résulte en une délétion de 175pb qui introduit un codon stop au niveau de I'acide aminé 17. D’aprés Kang et al., 2018.

TREM2 et pathologie Tau

L'effet de TREM2 a été jusqu’a présent principalement étudié dans un contexte amyloide, puisque
TREM2 est associé a la microglie et que, dans la MA, la microglie est, dans I'inconscient collectif, associé
aux plaques amyloides. Mais qu’en est-il du r6le de TREM2 dans un contexte de tauopathie ? Il existe
une forte association entre TREM2 et la pathologie Tau dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) de
patients atteints de la MA. En effet, I'équipe de Cruchaga a montré que le variant R47H de TREM2 était
corrélé a une présence plus importante de la protéine Tau phosphorylée dans le LCR des patients
(Cruchaga et al., 2013). Ces résultats ont par la suite été confirmés par Lill et al. dans une cohorte plus
importante de patients (Lill et al., 2015). De plus, il a été montré que I'expression de TREM2 était
positivement corrélée avec la phosphorylation de Tau au sein de tissus cérébraux de patients (Lue et al.,
2015). L'expression de TREM2 serait aussi augmentée dans les modéles transgéniques P301L et P301S de
tauopathie (Jiang et al., 2016; Matarin et al., 2015). Eteindre I'expression microgliale de TREM2 dans le

modele murin P301S exacerbe les déficits cognitifs spatiaux et la pathologie tau (Jiang et al., 2015). A
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I'inverse, la méme équipe a montré que la surexpression de TREM2 dans la microglie des souris P301S
entraine une amélioration des déficits cognitifs spatiaux et une diminution de la perte synaptique et

neuronale ainsi que de I’hyperphosphorylation de Tau (Jiang et al., 2016).

Des études réalisées dans des modeles transgéniques de tauopathie ont été publiées plus récemment et
montrent qu’une déficience génétique en TREM2 exacerbe la pathologie Tau et le stress neuronal a 6
mois dans le modeéle hTau (Bemiller et al., 2017) alors qu’elle protége contre la neurodégénerescence
dans le modele P301S a 9 mois, sans avoir d'effet sur la pathologie Tau (Leyns et al., 2017). |l est ici a
noter que |'étude de Shane Bemiller et coll. a été effectuée avec le modele Velocigene, ce qui pourrait en
partie expliquer les différences de résultat de ces deux études. Les polymorphismes de TREM2 liés a la
MA étant quasi-exclusivement des cas hétérozygotes (du fait de la rareté des alléles polymorphiques),
Sayed et coll. se sont intéressés a |'effet différentiel d’'une perte totale ou partielle de I'expression de
TREM2 dans le modele transgénique de tauopathie P301S. De maniére surprenante, les souris
hétérozygotes pour TREM2 présentent une augmentation significative de la pathologie Tau, de
I'inflammation et de I'atrophie cérébrale alors que cette augmentation n’est pas significative pour les

souris n’exprimant pas du tout TREM2, bien qu’il y ait une tendance (Sayed et al., 2018).

Le Tableau 5 récapitule de maniére synthétique les différents effets de TREM2 sur la pathologie Tau.

Par ailleurs, de nombreuses études se sont intéressées aux effets des différents variants de TREM2
retrouvés chez les patients. Cela concerne en grande majorité des expériences in vitro. En effet, a notre
connaissance, seul 3 modeles in vivo knock-in de TREMZ2 ont été publiés pour le moment : les modéles
R47H (Cheng-Hathaway et al., 2018; Xiang et al., 2018) et T66M (Kleinberger et al., 2017). Les effets des

différents variants de TREM2 ont été récapitulés dans le Tableau 6.

Ainsi, comme c’est le cas pour les modéles amyloides, la question des effets de TREM2 sur la pathologie
Tau reste encore aujourd’hui controversée. Il est donc intéressant d’étudier la relation entre TREM2 et

ses effets sur la pathologie amyloide et la tauopathie.
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Tableau 4 : TREM2 et pathologie amyloide.

Inspiré de Ulrich et al., 2017

Région Charge Morphologie Microgliose associée Dystrophie
Modele Stade Citations
cérébrale amyloide amyloide aux plaques neuritique
Précoce = N compacte \ 7
Hippocampe
Tardif 2 N compacte N 7 Wang et al., 2015
5XFAD; Trem2” Wang et al., 2016
Précoce = \ compacte N 7
Cortex Yuan et al., 2016
Tardif = \ compacte N 7
Précoce N ND N ND
Hippocampe
APP/PS]., Tardif = ND N ND Jay et al., 2015
Trem2” Précoce =ou\ ND N ND Jay et al., 2016
Cortex
Tardif 2 Plus grosses N ND
Précoce 9M \ ND ND ND Jiang et al., 2014
Hippocampe
APP/PS1+ Tardif 20M = ND ND ND Jiang et al., 2016
lentivirus Trem2 Précoce 9M \ ND ND ND Jiang et al., 2014
Cortex
Tardif 20M = ND ND ND Jiang et al., 2016
2 plaques ~ autour des plagues
Humain Cortex N/A = filamenteuses et 7 Yuan et al., 2016

filamenteuses
compactes

ND = non déterminé
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Tableau 5 : TREM2 et pathologie Tau.

Région Survie
Modeéle Stade Pathologie Tau Inflammation Citations
cérébrale neuronale
Tau P301S + shRNA Hippocampe 7 mois 7 hyperP ND N
Jiang et al., 2015
Trem2 Cortex 7 mois 7 hyperP ND \
Tau P301S + lentivirus Hippocampe 7 mois N hyperP N C 7
Jiang et al., 2016
Trem2 Cortex 7 mois N hyperP N C 7
Hippocampe 8-9 mois 7 agrégation 72 M Pas d’effet
Tau P301S ; Trem2*"
Cortex 8-9 mois 7 hyperP et agrégation 7~ M Pas d’effet
Sayed et al., 2018
Hippocampe 8-9 mois Pas d’effet Pas d’effet \ atrophie
Tau P301S ; Trem2”-
Cortex 8-9 mois Pas d’effet Pas d’effet Pas d’effet
Hippocampe 9 mois Pas d’effet NYM, NG VA N
PS19 ;Trem2'/' Leyns et al., 2017
Cortex 9 mois Pas d’effet NM, NG VA \
Hippocampe 6 mois 7 hyperP NM,=C ND
hTau*" ;Trem2” Bemiller et al., 2017
Cortex 6 mois 7 hyperP NM,=C ND

ND = non déterminé, M = microgliose, C = Cytokines pro-inflammatoires, A = Astrocytose
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Tableau 6 : Les effets des différents variants de TREM2 associés a la MA.

Inspiré de Ulrich et al., 2017 et Ulland and Colonna, 2018

Expression de Affinité des
Variant Signalisation Phagocytose Microgliose
surface ligands
R47H )] N \ N N
(Kleinberger et al., (Atagi et al., 2015; (Song et al.,, 2017; (Kleinberger et al., (Cheng-Hathaway
2014; Kober et al., Kober et al., 2016; Wang et al., 2015) 2014; Yeh et al., etal, 2018; Yuan
2016; Ma et al., Song et al., 2018; 2016) et al, 2016)
2016; Song et al., Yehetal, 2016)
2018)
R62H ) N \ N ND
(Song et al., 2017) (Kober et al., (Songetal., 2017) (Yeh et al., 2016)
2016)
T66M \ Ablatée = \ \
(Kleinberger et al., (Kober et al, (Songetal,2017) (Kleinberger et al., (Kleinberger et al,
2014; Kober et al., 2016; Yeh et al., 2017, 2014) 2017)
2016) 2016)
Y38C N Ablatée ND N ND
(Kleinberger et al., (Yehetal., 2016) (Kleinberger et al.,
2014) 2014)
T96K N/ 7 7 ND ND
(Kober et al., 2016; (Kober et al., (Songetal., 2017)
Song et al., 2017) 2016)
D87N 0} \ 7 \ ND
(Kober et al., 2016; (Yeh et al., 2016) (Song et al., 2017) (Yeh et al., 2016)
Song et al., 2017)
H157Y ND ND 1) \ ND
(Song et al., 2017) (Schlepckow et al.,
2017)
L211P ND ND 1) ND ND

(Song et al., 2017)

ND: Non Déterminé
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5. Objectifs et stratégie

Il est désormais acquis que la neuroinflammation joue un role prépondérant dans le développement
de la MA. C’est donc un sujet actuellement tres étudié, mais qui améne aussi a de nombreuses
controverses. L'inflammation est-elle bénéfique ou délétere dans le développement de la MA, quel
est I'impact des cellules inflammatoires périphériques sur le développement de la maladie sont

autant de questions qui restent actuellement sans réponse claire.

Parmi ces controverses, nous nous sommes plus particulierement intéressés au role de TREM2 dans
le développement de la maladie. Au début de ma thése, TREM2 était étudié dans un contexte
uniqguement amyloide. Nous nous sommes ainsi intéressés a son implication dans la pathologie Tau.
Plus récemment, des études ont été publiées quant a I'implication de TREM2 dans la progression de
la composante tauopathique. Ces études, réalisées dans des modeéles distincts, ont menées a des
conclusions différentes voire contradictoires (voir 4.d TREM2 : un facteur de risque pour la MA). Il
semble alors simpliste de limiter I'influence de TREM2 a un effet uniquement bénéfique ou délétere
sur la pathologie, et le fait de varier les modéles d’étude permettrait d’aboutir a une vision plus

compléte.

Ce projet a donc pour objectif d’étudier le role de TREM2 dans la progression de deux modeéles de
tauopathie, I'un focale, induit par injection de vecteurs viraux, et l'autre transgénique. Dans le
premier modéle utilisé, nous avons injecté dans des souris déficientes en TREM2 (Trem27") et des
souris contréles de phénotype sauvage (WT) des vecteurs rAAV exprimant différentes formes de Tau
ayant des propriétés d’agrégation différentes. La tauopathie, la neurodégénerescence et la
neuroinflammation ont ensuite été évaluées sur ces souris par des études immunohistochimiques et
transcriptionnelles a deux temps aprés l'induction de la tauopathie (un mois et trois mois). Le
deuxieme modéle utilisé est un croisement du modele transgénique de tauopathie THY-Tau22 avec
des souris Trem2”. Le modeéle THY-Tau22 développant des déficiences comportementales, cela nous
a permis d’évaluer I'éventuel effet de TREM2 sur le comportement, en plus de I'étude de la

tauopathie, de la neurodégénerescence et de la neuroinflammation.
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Matériel et méthodes

1. Production des rAAVs

Des cellules HEK-293T confluentes a 70-90% ont été transfectées par la technique de précipité au
phosphate de calcium avec les différents pAAVs, un plasmide codant pour la capside du vecteur viral
et un plasmide « helper ». Le sérotype 9 a été utilisé pour générer des rAAVs ayant un tropisme
neuronal. Les vecteurs viraux ont été collectés 72h post-transfection. Pour cela, les cellules ont été
grattées de leur support de culture puis centrifugées 10min a 1500rpm a 4°C. Une solution 5 fois
concentrée de Polyéthyléne Glycol (40% PEG, 2.5M NaCl) a été ajoutée au surnageant et le mix a été
gardé a 4°C pendant 2h avant centrifugation a 3700g pendant 20min a 4°C. Le surnageant a ensuite
été éliminé et le culot conservé pour les étapes suivantes. Le culot de cellule de la premiere
centrifugation a été lysé par ajout de 10mL de tampon de lyse (NaCl 0.15M, 50Mm Tris HCI a pH 8.5)
et par trois cycles de congélation-décongélation. Le lysat a été ajouté au culot de précipité PEG
obtenu précédemment. Une solution de DNasel (Roche 20 mg.mL™?, 1/200) et de MgCl, (1M, 1/100)
ont été ajouté et incubés pendant 15 minutes a 37°C. Le mix a ensuite été centrifugé a 3700g
pendant 20min a 4°C et le surnageant a été transféré dans des tubes adaptés a I'ultracentrifugation.
Des couches ont été réalisées avec 9ImL de lysat, 8mL de iodixanol 15% (Sigma), 5mL de iodixanol
25%, 5mL de iodixanol 40% et 3mL de iodixanol 60% et une ultracentrifugation a été réalisée a
59 000 rpm pendant 1.5h a 20°C. Deux aiguilles ont été insérées en haut et en bas du tube, les deux
premiers mL obtenus avec I'aiguille du bas ont été jetés et les 3,5mL restant, contenant les particules
rAAV, ont été collectés. Les rAAV ont ensuite été purifiés avec le kit Amicon Ultra-15 PL100
(Millipore). Les filtres ont été rincés avec une solution de 5mL de PBS 0.1M, 0.001% d’acide
pluronique (Sigma) et centrifugés a 4000g pendant 10min. La fraction d’AAV a été dilué avec du PBS
pluronique pour obtenir un volume final de 15mL, ajoutés au filtre et centrifugé a 4000g pendant
25min. La derniére étape a été répétée trois fois avec 15mL de PBS pluronique. Le filtre a ensuite été
rincé plusieurs fois avec le volume désiré et la solution d’AAV a été conservée a 4°C. Les vecteurs

viraux ont été titrés par gPCR au niveau des séquences ITR et comparées avec un étalon.

2. Modeéles murins de tauopathie

Les animaux ont été hébergés par groupe de 5 individus maximum, dans un environnement gardé a
température constante et avec un enrichissement composé de matériel pour constituer un nid. Les

animaux ont été maintenus dans un cycle jour/nuit de 12 heures. La nourriture et 'eau étaient
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disponibles ad libitum. Les procédures ont été évaluées et approuvées par un comité d’éthique local
indépendant et par le Ministere frangais de I'Education et de la Recherche, en conformité avec la

réglementation de I'Union Européenne (Directive 2010-63/EEC).

a. Modeéle rAAV d’injection intra-hippocampique

Les souris utilisées pour cette étude ont été séparées en deux groupes afin d’euthanasier les animaux
a deux temps post-injection (1 mois et 3 mois), le premier groupe étant composé de 25 souris
C57BL6/j WT et 24 souris knock-out Trem2 et le deuxiéme de 32 souris C57BL6 et 32 souris knock-out
Trem2 (Tableau 6).

Les souris ont été anesthésiées par une injection intrapéritonéale d’'un mélange de Kétamine
(90mg/kg, Imalgéne 1000) et de Xylazine (5 mg/kg), et une solution de lidocaine (5mg/kg) a été
injectée en dessous du scalp avant la chirurgie. Les vecteurs rAAV ont été injectés a 'aide d’une
seringue Hamilton (Hamilton, Reno, NV) comportant une aiguille a bout arrondi de 34 gauge, par un
cathéter en polyéthyléne. Les injections ont été réalisées unilatéralement, au niveau de la couche
CA1 de I'hippocampe dorsal gauche a I'aide d’un cadre stéréotaxique a partir des coordonnées
suivantes relatives au bregma : antéro-postérieur : - 2,4 mm, latéral : + 1,5 mm, ventral : - 1,6 mm
(Figure 18). 2ul de virus & une dose de 10 vg dilués dans une solution de PBS 0.1M contenant
0.001% d’acide pluronique ont été délivrés a I'aide d’une pompe a microdialyse (Stoelting Co., Wood
Dale, USA) réglée a 0.2pl/min. A la fin de I'injection, 'aiguille est laissée 5 min de plus avant d’étre
délicatement retirée, pour éviter tout reflux du vecteur pendant la remontée de la canule. A la fin de

la procédure chirurgicale, la peau a été agrafée et désinfectée.

Interaural 1.34 mm Bregma -2.46 mm

Figure 18 : Coordonnées d’injection stéréotaxiques d’apres I'Allen Brain Atlas.
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Les vecteurs rAAV, utilisés permettent I'expression soit de la protéine Tau humaine soit de la
protéine Tau humaine co-exprimée avec le peptide pro-agrégeant AK280, les 2 séquences codantes
étant séparées par un peptide 2A, qui est clivé dans la cellule par le ribosome, durant la traduction
(Szymczak-Workman et al. 2012). Les groupes contrbles ont été injectés soit avec le diluant du
vecteur, une solution de PBS 0.1M avec 0.001% d’acide pluronique, soit avec un vecteur rAAV2/9
exprimant la protéine rapporteur GFP. Le promoteur chimérique cytomegalovirus/chicken-B-actin

(CBA), dont I'expression est ubiquitaire, a été utilisé pour diriger I’expression des transgenes.

Tableau 7 : Effectif de souris.

Génotype 1 mois 3 mois
PBSn=5 PBSn=4
GFPn=6 GFPn=8
WT Tau""'n=7 Tau""n=10
Tau"T+ AK280n=7 Tau"T + AK280 n =10
PBSn=4 PBSn=4
GFPn=7 GFPn=8
Trem2” TauW"h=6 Tau""h =10

Tau"T+ AK280 n=7

Tau"T + AK280 n =10

b. Modele THY-Tau22

Des souris transgéniques THY-Tau22 males et femelles exprimant la forme 4R de la protéine Tau
humaine mutée au niveau des sites G272V et P301S, sous controle du promoteur Thyl.2 et sur un
fond génétique C57BI6/) ont été utilisées (Schindowski et al., 2006). Le génotypage des souris THY-
Tau22 a été réalisé par PCR (Polymerase Chain Reaction) aprés sevrage des souriceaux. L'ADN a été
extrait a partir d’échantillons d’oreilles en utilisant le kit KAPA Mouse Genotyping (Kappa Biosystems)
et amplifié par PCR. Un gel a 1,5% d’agarose a été utilisé pour faire migrer les échantillons et vérifier

la taille des amplicons (432pb). Les oligonucléotides du Tableau 8 ont été utilisés.

Tableau 8 : Liste des amorces utilisées pour le génotypage des souris THY-Tau22.

Géne Amorce Sens Amorce Anti-sens

MAPT TCACCCGTGGTCTGTCTTGGC CATATGCCACCCACCCGGGAG
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3. Etudes comportementales

Les différents tests comportementaux ont été réalisée sur les souris Tau22Trem2”" et Tau22 a 9-10
mois. Tous les animaux ont été testés pendant la phase diurne de leur cycle jour/nuit, le matin
excepté pour la cage d’activité dont le test dure 23 heures. Les tests ont été réalisés dans 'ordre
suivant : le test du labyrinthe en croix surélevé, la cage d’activité, le test du labyrinthe en V avec

reconnaissance d’objet puis le test de la piscine de Morris, du moins anxiogene au plus anxiogéne.

Dans un premier temps, les souris ont été habituées a étre manipulées 2 min par jour pendant une
semaine, avant le début des tests. Le change des cages a également été effectué par

I’expérimentateur pendant toute la durée des tests de comportement.

a. Cage d’activité (Phenotyper®)

La cage d’activité permet d’évaluer la locomotion spontanée des animaux au cours du cycle
circadien, dans un environnement similaire a leur cage d’hébergement. Cet environnement est
composé de litiere, mais sans enrichissement qui peut empécher la détection de I’'animal. Les souris
ont été suivies pendant 23h avec le systétme de vidéo tracking EthoVision XT11.5 (Noldus). La
nourriture et I'eau ont été disponibles ad libitum. Les distances parcourues ont été évaluées heure

par heure.

b. Test du labyrinthe en croix surélevé

Le test du labyrinthe en croix surélevé permet d’évaluer I'anxiété. L'appareil est fait de plaques de
polycarbonate noires et éclairé a 100 lux en son centre. Il est composé de 4 bras élevés a 50 cm du
sol. Deux bras sont fermés (bras non anxiogenes ; extrémités éclairées a 15 lux) et les deux autres
sont ouverts (bras anxiogénes ; extrémités éclairées a 150 lux). Chaque souris a été placée au centre
face a un bras ouvert et filmée pendant une seule session d’exploration de 6 min, I'expérimentateur
se trouvant hors de la piéce. Apres chaque acquisition, le sol et les bords du labyrinthe ont été lavés a
I’éthanol 10% et séchés. Les paramétres suivants ont été mesurés et analysés avec le systeme de
vidéo tracking EthoVision (Ethovision XT11.5©, Noldus Information Technology Inc): distance
parcourue et temps passé dans chaque bras, fréquence d’entrée dans les bras ouverts ou fermés,
durée et nombre de fois ol la souris se penche au niveau des bras ouverts (manuellement mesurés

pendant I'expérience).
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c. Test du labyrinthe en V avec reconnaissance d’objet

Le test du labyrinthe en V avec reconnaissance d’objet permet d’évaluer la mémoire liée a la
reconnaissance d’objet (Robin et al., 2018). Le test repose sur la curiosité naturelle de la souris qui va
I'amener a explorer davantage le nouvel objet. Le test est réalisé dans une enceinte en V et permet

d’obtenir des résultats plus réplicables.

L’appareil est composé de deux bras en plexiglas noir et est éclairé a 50 lux au bout de chaque bras.
Aprées chaque acquisition, le sol et les bords ont été lavés a I'’éthanol 10% et séchés. Chaque phase a
été filmée, et la distance parcourue a été mesurée avec le systéme de vidéo tracking EthoVision
(Ethovision©, Noldus Information Technology Inc) et le temps passé a explorer chaque objet a été

mesuré manuellement.

Durant la premiere phase d’habituation au labyrinthe et a la présence d’objets, chaque souris a été
placée a I'angle du V, et laissée pour une session d’entrainement de 9 min, en présence de deux

objets (un cylindre et un Lego) chacun a I'extrémité de chaque bras.

La deuxieme phase, le jour suivant, deux fioles en verre identiques ont été placées au méme endroit
qgue les objets du jour précédent. La session a duré 9 min. Durant cette phase, la mesure de
I’exploration de chaque objet a permis de vérifier si les souris n’avaient pas une éventuelle

préférence pour un bras.

La troisieme phase, au jour 3, qui est la phase de test, a duré 6 min. La fiole en verre du jour
précédent ainsi qu’un nouvel objet, ont été placés aux mémes endroits que les jours précédents.
L'index de discrimination a été calculé a partir de la formule (temps passé a explorer le nouvel objet —
temps a explorer I'ancien objet)/temps total d’exploration des objets. Cet index compris entre -1 et 1
a permis d’évaluer si les souris ont exploré majoritairement le nouvel objet (index compris entre 0 et

1) ou I'ancien objet (index compris entre -1 et 0).

d. Test de la piscine de Morris

Le test de la piscine de Morris a permis d’évaluer la mémoire spatiale. Le labyrinthe consiste en une
piscine circulaire d’un diameétre de 122 cm, remplie d'un mélange opaque d'eau et de peinture
gouache blanche. Une plate-forme d’un diametre de 10 cm a été cachée dans la piscine, a 0,5 cm en
dessous de la surface. Pendant toute I'expérience, la température de I'eau a été maintenue entre
20°C et 22°C et la luminosité au centre est de 430 lux. Le parcours des souris est enregistré et suivi
automatiquement par le systéme de vidéo tracking EthoVision. (Ethovision XT11.5©, Noldus

Information Technology Inc).
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Le premier jour de I'expérience, les souris ont été entrainées a trouver une plate-forme émergée et
signalée par un objet coloré. Chaque souris a effectué 4 essais non consécutifs avec un intervalle de
30 min. L'emplacement de la plate-forme et le point de départ des souris ont été alternés pour
chaque essai. Si une souris ne trouvait pas la plate-forme aprés avoir nagé pendant 1 minute
|'expérimentateur la guide vers la plate-forme. Dans tous les cas, la souris est restée 30 secondes sur
la plateforme. La latence d'échappement, c’est a dire le temps requis par une souris pour atteindre la

plate-forme et y rester au moins 3 s, a été évaluée.

Pendant la phase d’apprentissage, I'emplacement de la plate-forme est fixe et des indices visuels
noirs ont été placés sur les murs blancs de la piece. Les souris ont effectué 3 essais chaque jour, non
consécutifs, avec un intervalle de 30 min, pendant 5 jours. Le point de départ de la souris varie pour
chaque essai pour encourager la souris a se souvenir de I'emplacement de la plate-forme selon les
indices visuels uniguement. Si une souris ne trouvait pas la plate-forme apres avoir nagé pendant 1
minute l'expérimentateur la guidait vers la plate-forme. Dans tous les cas, la souris reste 30

secondes sur la plateforme avant de retourner dans sa cage.

Pour des raisons d’accés interdit au laboratoire le week-end, le test de rétention a été effectué 72
heures aprés le dernier jour de la phase d’apprentissage afin d'évaluer la mémoire a long terme. Au
cours de cette phase, qui dure 1 min pour un essai, la plate-forme a été retirée. La piscine a été
divisée en quadrants artificiels et le temps passé dans le quadrant dans lequel se trouvait la

plateforme a été mesuré.

4. Histologie

a. Préparation des échantillons

Les souris ont été anesthésiées avec une dose |étale de pentobarbital puis perfusées avec 15mL
d’une solution de chlorure de sodium a 0.9% suivi par 100mL de paraformaldéhyde (PFA) a 4% dans
du PBS 0.1M. Les cerveaux ont été prélevés puis post-fixés dans le méme fixateur pendant une nuit a
4°C et enfin cryo-protégés dans une solution de PBS 0.1M/sucrose 30% a 4°C. Des coupes sériées de
30 um ont ensuite été réalisées au microtome, puis conservées dans une solution de stockage

(glycogene, glycérol, PB 1M, H20d) a -20°C avant utilisation.

b. Immunohistochimie (IHC)

Dans un premier temps, les coupes ont été lavées trois fois 10 min dans du PBS 0.1M. L’activité des

peroxydases endogenes a ensuite été bloquée en incubant les coupes pendant 30min dans de I'H,0,
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(1/100). Les coupes ont été incubées pendant une heure dans un tampon de blocage (PBS contenant
4.5% de sérum de chevre pré-immun et 0.2% Triton X-100) pour empécher un marquage non
spécifique puis toute la nuit a 4°C avec les différents anticorps primaires (tableau 2). Le jour suivant,
I'anticorps primaire a été détecté par incubation avec I'anticorps secondaire approprié pendant une
heure puis dans une solution de complexe avidine-biotine (ABC vector kit, dilué au 1/400) pendant
une heure. Aprés révélation de l'activité peroxydase par la 3,3’-diaminobenzidine (DAB Vector kit,
préparé suivant le protocole du fournisseur), les coupes ont été montées sur lame, séchées sur la
nuit puis déshydratées dans une série de bains d’alcool et de xylene avant montage en résine Eukitt

(Chem-Lab).

¢. Immunofluorescence (IF)

Les coupes ont été dans un premier temps lavées trois fois 10 min dans du PBS 0.1M puis ont été
directement incubées pendant une heure dans la solution de blocage composée de 4.5% NGS
(Normal goat serum)/PBS 0.1M/0.2% Triton X-100 (PBST). Les coupes ont ensuite été incubées toute
la nuit a 4°C avec les différents anticorps primaires (tableau 7). Le jour suivant, les coupes ont été
incubées avec les anticorps secondaire appropriés directement couplés a un fluorochrome
(AlexaFluor ou Cy3) une heure a température ambiante (tableau 8). Apres rincage et marquage au
4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), les coupes ont été montées entre lame et lamelle avec une

solution de Mowiol.

Tableau 9 : Liste des anticorps primaires utilisés.

Clone Source Type Fournisseur Réactivité Dilution Dilution
IF IHC
Ibal Lapin P Wako Ibal : Humain, Souris, Rat 1/1000 1/2500
PU1 Lapin M Cell Signaling PU.1: Humain, Souris 1/2000
GFP Chevre M Vector Tous les variants de GFP Aequorea Victoria, 1/2000
Biotinylé
AT8 biotinylé Souris M Thermoscientific Tau humaine phosphorylée sur les S202 et  1/400
T205
AT100 Souris M Thermoscientific Tau humaine phosphorylée sur les S212 et 1/4000
T214
pSerd22 Lapin P Abcam Tau humaine phosphorylée sur la S422 1/1000
CD3 Lapin P Thermoscientific Région intracytoplasmique de I'antigene 1/200

CD3, clone SP7

NeuN-A488 Souris M Chemicon Rat, humain, souris 1/500

GFAP-Cy3 1/10000

59



Abréviations: Ibal, ionized calcium-binding adapter molecule 1; GFP, Green Fluorescent Protein; M,
Monoclonal; P, Polyclonal.

Tableau 10 : Liste des anticorps secondaires utilisés.

Source Type Fournisseur Réactivité Dilution
Chévre Monoclonal/biotinylé Vector Souris 1/4000
Chévre Monoclonal/biotinylé Vector Lapin 1/1000
Chévre Monoclonal/couplé a I’Alexa Fluor 594 Life technologies Souris 1/500
Streptavidin-Cy3 - Sigma-Aldrich Biotine 1/1000

d. Coloration de Gallyas

Les coupes ont été lavées 3 fois dans du PBS 0,1 M stérile, puis montées sur lames et séchées toute la
nuit avant la coloration de Gallyas. Les sections ont ensuite été perméabilisées par incubation dans
du toluéne puis par des bains d’éthanol avec concentration décroissante (100%, 90% et 70%). Les
lames ont ensuite été transférées dans du permanganate de potassium a 0,25% pendant 15 min, puis
incubées pendant 2 min dans de l'acide oxalique a 2%, puis incubés 60 min dans une solution
contenant 0,4 g de nitrate de lanthane, 2 g d'acétate de sodium et 30% de peroxyde d'hydrogéne. Les
lames ont ensuite été rincées 3 fois dans de I'eau distillée avant incubation pendant 2 min dans une
solution contenant 0,035% de AgNOs, 0,04 g/ml de NaOH, 0,1 g/ml de KI. La réaction a ensuite été
arrétée par ringage des sections dans de l'acide acétique a 0,5% et le développement effectué par
une incubation pendant 20 min dans une solution contenant 2 g/L de NHisNOs, 2 g/L d'AgNOs;,
7610g/L d'acide tungstosilicique, 0,28% de formaldéhyde et 50 g/L de Na,COs. Les coupes ont ensuite
été lavées a nouveau dans de I'acide acétique a 0,5%, incubées pendant 20 minutes dans du chlorure
d'or a 1% avant d'étre rincées a I'eau distillée. La fixation de la coloration a ensuite été effectuée en
lavant les coupes 3 fois dans du thiosulfate de sodium a 1%. Les coupes ont ensuite été déshydratées
avec des concentrations croissantes d'éthanol et de xyléne avant d'étre montées en résine Eukitt

(Dutscher, France).

5. Quantification et analyse des marquages immunohistologiques

Analyse du modele rAAV

Les images ont été acquises a I'aide d’un microscope a épifluorescence (Leica DM6000B) pour les
expériences concernant le modele par injection de rAAV, puis quantifiées a I'aide de la suite logiciel

ExploraNova et du logiciel Imagel.

60



Des mosaiques des coupes immunomarquées avec les anticorps AT8 et NeuN ont été acquises a
I’objectif 10x. La région CAl de I'hippocampe a été délimitée manuellement selon les structures
définies dans I'atlas neuro-anatomique du cerveau de souris de Paxinos et Franklin (Paxinos et
Franklin, 2™¢ édition, 2011) puis le niveau de gris moyen du marquage AT8 a été automatiquement
mesuré grace au logiciel Imagel. Toutes les images ont été acquises et analysées avec les mémes
réglages et parametres, a partir de la coupe transversale correspondant a la zone d’injection (-2,4
mm postérieur au bregma). L'analyse du marquage NeuN a été réalisée sur les mémes coupes, en

effectuant cing mesures de I'épaisseur de la couche des neurones pyramidaux du CA1.

Les quantifications du marquage Ibal ont été réalisées a I'aide du logiciel Mercator (ExploraNova). La
guantification a été réalisée a partir de trois coupes adjacente a la zone d’injection (entre -2.0mm et -
2.8mm postérieur au bregma). La région CA1 de I'hippocampe a été délimitée manuellement et le
nombre de cellules et I'aire totale de la zone immunoréactive ont été déterminés directement sur
lame a l'aide d’un seuillage automatique, et normalisés par rapport a l'aire totale de la région

d’intérét.

Les quantifications du marquage AT100 ont de méme été réalisées a I'aide du logiciel Mercator
(ExploraNova). La quantification a été réalisée a partir de trois coupes adjacente a la zone d’injection
(entre -2.0mm et -2.8mm postérieur au bregma). La région CA1 de I'hippocampe a été déterminée

manuellement, puis le nombre de cellules AT100+ a été compté manuellement.
Analyse du modele THY-Tau22

Les images ont été scannées au 20x a I'aide d’un Axioscan puis quantifiées a I'aide du logiciel Image)
pour les marquages immunofluorescent, et directement analysé a partir des lames a I'aide du logiciel
Mercator (ExploraNova™) pour les marquages AT100 et PU.1. Les quantifications ont été réalisée au
niveau du CA1 a partir de trois coupes situées a -1,7mm ; -2,30mm ; -2,92mm a partir du bregma. Le
niveau de gris moyen des marquages immunofluorescents a été automatiquement mesuré grace au
logiciel Imagel. Le nombre de neurones positifs pour AT100 et pour la coloration au Gallyas ont été
mesurés manuellement. Pour le marquage PU.1, une quantification semi-automatique avec seuillage
a été réalisé, suivi d’'une vérification manuelle. L'analyse du marquage DAPI a été réalisée sur les
mémes coupes, en effectuant sur chacune trois mesures de I'épaisseur de la couche des neurones

pyramidaux du CA1.
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6. Analyse transcriptomique

a. Extraction d’ARN

Cette méthode d’extraction concerne I'étude sur les souris THY-Tau22. Les animaux ont été
euthanasiés par une injection létale de pentobarbital, puis perfusés par voie intracardiaque avec du
PBS stérile refroidit a 4°C afin de laver les cerveaux du sang qu’ils contiennent. Les cerveaux ont été
rapidement extraits puis I'hippocampe a été disséqué sur glace et congelé dans de I'azote liquide
avant d’étre conservé a -80°C. Les ARN des différents échantillons ont par la suite été extraits par
broyage des tissus au Precellys® (Ozyme™) dans 1mL de Trizol (Life sciences). 200ul de chloroforme
ont été ajouté au Trizol pendant 5min. Les échantillons ont été vortexés et centrifugés a 12000 g, 15
min a 4°C. La phase aqueuse a été collectée puis les ARN ont été précipités par 250ul d’isopropranol
pendant 10min a température ambiante. Les ARN ont ensuite été lavés deux fois avec 500ul
d’éthanol 75% puis resuspendus dans 20uL d’eau RNAse free (Gibco) puis la concentration en ARN
est dosée a I'aide d’un nanodrop (Spectrophotometer ND-100, Labtech). Les échantillons ont été

stockés a -80°C avant les analyses transcriptomiques.

b. Synthese d’ADNc

Les ARN ont été traités a la DNase RQ1l (Promega) afin d'éliminer I'ADN génomique. Les ADN
complémentaires (ADNc) sont synthétisés par le kit VILO (Superscript® VILO™ cDNA synthesis kit, Life
Technologies) a partir de 0,35 pg d'ARN, selon le protocole du fabricant. Un aliquot contenant un mix
ARN de chaque échantillon a été incubé sans enzyme pour servir de contréle de contamination par

I'ADN génomique (appelé RT-).

c. Real time quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR)

La RT-gPCR permet la mesure quantitative de I'expression d'ARNm de génes d'intérét. Pour chaque
échantillon, les ADNc dilués (1ng/pl) ont été incubés avec le mix de RT-gPCR contenant les amorces
spécifiques du géne étudié (Tableau 11) et du 2X SYBR-Green® (iTag™ Universal SYBR® Green
Supermix, Bio-Rad). Chaque échantillon est traité en triplicat et le protocole suivant a été utilisé pour
la RT-gPCR: 3 min a 95°C, dénaturation a 95°C pendant 10 s, hybridation et polymérisation a 95°C

pendant 30 s, répétition 40 fois.

La quantité d’ARN a été calculée par la méthode de AACt et I'expression des génes d’intérét a été

normalisée par un couple de génes de ménages (PPIA et RPL13) par le logiciel d’analyse Bio-Rad CFX
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Manager. Pour chaque géene, la courbe de fusion et la température de fusion ont été vérifiées pour

confirmer la présence d'un amplicon unique.

Chaque paire d'amorces a été validée a partir de dilutions en cascade (de 1 a 0,0016 ng/ul) d'ARN de

souris controles et I'efficacité de la RT-gqPCR a été déterminée. Elles sont comprises entre 80 et 100 %

pour chaque paire d'amorces.

Tableau 11 : Liste des amorces utilisées pour les expériences de RT-qPCR.

Géne Amorce Sens Amorce Anti-Sens

PPIA ATGGCAAATGCTGGACCAAA GCCTTCTTTCACCTTCCCAAA
RPL13 CTGAAGCCTACCAGAAAGTTTGC GGTACTTCCACCCGACCTCAT

Ibal CCAGCCTAAGACAACCAGCGTC GCTGTATTTGGGATCATCGAGGAA
Tmem119 GTGTCTAACAGGCCCCAGAA AGCCACGTGGTATCAAGGAG
TREM2 AATGGGAGCACAGTCATCGCAGA ACTGGTAGAGGCCCGCGTCAC
TNFa TGTGCTCAGAGCTTTCAACAA CTTGATGGTGGTGCATGAGA

IL1B ATGGGCTGGACTGTTTCTAATGC TGTGACCCTGAGCGACCTGT

IL6 CAATTCCAGAAACCGCTATG CAGGTCTGTTGGGAGTGGTA
TGFB TATAGCAACAATTCCTGGCGTTACC CGAAAGCCCTGTATTCCGTCTC
GFAP ACGACTATCGCCGCCAACT GCCGCTCTAGGGACTCGTTC
Serpina3n CAACCTTACAGGCCAACCCAT GGGCACCAAGTAGTCCTAGATGCT

7. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur standard (SEM). Les analyses statistiques ont été
réalisées avec le logiciel Statistical3 (Statsoft Inc., USA). Avant I’analyse, la normalité des résidus et le
test de Levene pour vérifier I’homogénéité des variances des résidus ont été effectués. Lorsque les
deux conditions étaient respectées, des tests paramétriques ont été appliqués. Le test t de Student a
été réalisé pour comparer deux groupes composés d’échantillons indépendants. Une ANOVA a deux
facteurs (génotype et vecteur pour le modeéle par injection, génotypes concernant les génes Trem2
et Tau pour le modele transgénique) ou trois facteurs pour I'étude du modeéle transgénique a 12
mois (génotypes concernant les génes Trem2 et Tau, et le sexe), suivi d'un test post hoc
de Bonferroni ont été appliqués. Si I'une ou les deux conditions (homogénéité des variances ou
normalité des résidus) n’étaient pas respectées, un test non paramétrique de Kruskal-Wallis a été

réalisé pour comparer les échantillons par comparaison multiple ou un test de Mann-Whitney pour la
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comparaison de deux groupes composés d’échantillons indépendants. La différence a été considérée

comme significative pour une p-value < 0.05.

Pour les résultats concernant le modeéle par injection, seuls les résultats de la mesure de I'aire de la
région CAl et du nombre de neurones AT100+ remplissaient les différents criteres des tests. Ceci a
permis de réaliser un test ANOVA a deux facteurs (génotypes et vecteurs) pour la mesure de I'aire du
CAl, et un test t de Student pour la mesure du nombre de neurones AT100+. Les autres données ont
été analysées par un test non-paramétrique, par comparaison multiple, avec le test de Kruskal—

Wallis.

Pour les résultats concernant le modeéle transgénique, les données histologiques et de gPCR ont été
analysées comme expliqué ci-dessus (se référer aux résultats pour connaitre les tests utilisés pour

chaque variable).

Concernant les tests comportementaux :

- Les résultats du test de la cage d’activité ont été analysés par MANOVA, aprés avoir vérifié la
normalité des résidus et I'’homogénéité des variances des résidus par le test de Levene ainsi
gue la sphéricité par le test de Mauchley. Il est a noter que, parmi les 23 heures analysées, 3
ne respectaient pas un des critéeres.

- Les résultats du test du labyrinthe en croix surélevé ont été analysés par le test t de Student
apres avoir vérifié la normalité des résidus et ’lhomogénéité des variances des résidus par le
test de Levene.

- Les résultats du test du labyrinthe en V avec reconnaissance d’objet ont été analysés par un
test t de Student en comparant I'index de discrimination a une valeur de 0.

- Les résultats de la phase d’apprentissage du test de la piscine de Morris ont été analysés par
ANOVA en mesures répétées, apres avoir vérifié la normalité des résidus et 'homogénéité
des variances des résidus par le test de Levene ainsi que la sphéricité par le test de Mauchley.
Les résultats du test de rétention ont été analysés par un test t de Student en comparant le

pourcentage de temps passé dans chaque quadrant a une valeur de 25%.
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Résultats

1. Role de TREM2 sur la progression d’'un modele de tauopathie induit par

transfert de gene chez la souris

a. Validation du modele de tauopathie sur la Souris

Afin d'établir un modele de tauopathie focale, des vecteurs rAAV exprimant différentes versions de la
protéine Tau humaine ont été produits au laboratoire. Ils ont été testés avec succes sur des rats
Wistar males adultes (d’Orange et al., 2018). Cependant, afin d'avoir acces aux nombreux modeles de
souris transgéniques disponibles, et notamment la lignée invalidée pour Trem2, il a fallu, dans un
premier temps, déterminer les constructions et doses optimales de vecteur pour entrainer une
tauopathie chez la Souris, males et femelles. Nous avons testé différents vecteurs exprimant soit la
forme sauvage de Tau (Tau""), soit la forme portant la mutation P301L (Tau®3), soit un transgéne
hybride codant pour la protéine Tau"'" et un peptide favorisant son agrégation (Tau"V™+AK280), les 2
séquences codantes étant séparées par un peptide 2A permettant ainsi d’avoir une co-expression
stoechiométrique des deux polypeptides dans la cellule transduite (Szymczak-Workman et al., 2012)

(Figure 19 A).

L'utilisation d’un géne rapporteur codant la GFP a permis la localisation de I'expression du transgéne
délivré par le vecteur rAAV. Les animaux WT injectés avec le vecteur rAAV-GFP présentent une
expression de la protéine GFP localisée au niveau des neurones pyramidaux de la couche CA1 de
I’hippocampe (Figure 19 C). Cela démontre que le design de la cassette d'expression contenue dans
le vecteur, le tropisme du virus ainsi que la dose injectée permettent I'expression des protéines

d’intérét spécifiquement au niveau des neurones de la couche CA1 de I'hippocampe.

Chaque vecteur a été testé a deux doses, 10° (données non montrées) et 10 vg (Figure 19 B). A la
dose la plus forte, I'hyperphosphorylation de Tau (marqueur AT8) et sa relocalisation dans le
compartiment somato-dendritique ont été observées pour les trois formes de Tau, le groupe Tau"/™+
AK280 présentant toutefois un marquage plus intense (Figure 19 B). Le marqueur AT100, qui permet
de détecter la conformation anormale de la protéine Tau, a été observé uniquement dans les

P301L

groupes exprimant les deux formes entrainant I’agrégation de la protéine Tau, c’est-a-dire Tau et

TauVT+AK280, la forme Tau™™ ne s‘agrégeant pas spontanément dans notre modéle.
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Figure 19 : Le peptide AK280 permet une agrégation rapide de la protéine Tau humaine WT.

(A) Construction des vecteurs AAV-TauWT (i), AAV-TauP301t (i), AAV-TauWT+AK280 (iii) et AAV-GFP (iv) (B) Expression du géne
rapporteur GFP dans le CAl de I'hippocampe des animaux WT injectés avec le vecteur AAV-GFP. La construction du
vecteur, la dose injectée de 5.10° Vg ainsi que le tropisme du virus permettent I'expression spécifique des protéines
d’intérét au niveau des neurones du CA1 de I'hippocampe. (C) Hyperphosphorylation et relocalisation de la protéine Tau au
niveau du soma et des dendrites (AT8) et conformation anormale de la protéine Tau (AT100), dans des souris injectées avec
la Tau humaine mutée et la Tau humaine WT avec le peptide pro-agrégeant (AK280), a un mois post-injection. La dose
injectée est de 1010 Vg. Ces deux différents marquages sont observés au niveau des neurones des animaux injectés avec les
deux vecteurs, validant le vecteur AAV-TauWT+AK280. Echelle = 500 um.
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Des DNFs, mises en évidence par le marquage AT100, ont de plus été détectées au niveau des
neurones pyramidaux de la couche CA1, uniquement dans le groupe Tau"T +AK280 (Figure 19 B).
Aucun des marquages de la protéine Tau utilisés n’a été observé dans le groupe contréle injecté avec
le vecteur exprimant la protéine GFP. A la dose 10° vg de rAAV, les marqueurs AT8 et AT100 obtenus

sont plus faibles.

Le peptide AK280 permet donc une agrégation rapide, dés un mois post-injection, de la protéine
Tau"". Nous avons donc choisi ce vecteur, ainsi que le vecteur exprimant la protéine Tau"", pour la
suite des expérimentations, injectés a la dose de 10%° vg qui permet d’obtenir un niveau significatif

de tauopathie dés un mois aprées transfert de geéne.

b. La déficience constitutive en TREM2 induit une diminution du
statut inflammatoire a un mois mais pas a trois mois post-
injection

Nous nous intéressons d’une part a I'inflammation générée par les différents états d’agrégation de la
protéine Tau humaine et d’autre part au statut inflammatoire du modéle de déficience en TREM?2,
apres induction de la tauopathie. Au niveau périphérique, une forte réponse inflammatoire avait
d’abord été décrite dans les souris déficientes en TREM2 en réponse a une stimulation du systeme
immunitaire (Turnbull et al., 2006). Mais de maniére inattendue, des études plus récentes ont
montré, a I'inverse, une diminution du statut inflammatoire dans le cerveau de souris présentant une
pathologie amyloide (Jay et al., 2015; Wang et al., 2015). Nous avons donc voulu déterminer le statut
inflammatoire induit par notre modele de tauopathie. Pour cela nous avons traité une cohorte de
souris WT et une cohorte de souris Trem2”- qui ont chacune été séparées en 4 groupes et ont recu

respectivement dans la couche CA1l de I'hippocampe une injection de rAAV-Tau"", de rAAV-

TauV+AK280, de rAAV-GFP, ou de solvant de la solution virale.

L'analyse de I'expression d’lbal, un marqueur exprimé a la surface des phagocytes mononucléaires
et donc de la microglie, et surexprimé en cas d’inflammation, a permis de déterminer le statut
inflammatoire des différents groupes de souris (Ito et al., 1998). Pour cela, la surface totale
immunoréactive au niveau de la couche CA1l a été quantifiée, et normalisée par rapport a la surface
du CA1l. Au temps un mois, la surexpression de la protéine Tau"" semble provoquer une réaction
microgliale plus forte que sa forme agrégée TauV'+AK280 dans les souris WT, mais cette différence
ne ressort pas significativement avec le test non paramétrique utilisé. La surface immunoréactive
présente une tendance a I'augmentation par rapport au groupe rAAV-GFP (ANOVA de Kruskal-Wallis

par comparaison multiples, p=0,054). De plus, le marquage Ibal est observé, pour le groupe Tau"T, 3
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proximité de la couche cellulaire des neurones pyramidaux de la couche CA1, a I'inverse des autres
groupes ou le marquage est plus diffus a I'ensemble de cette couche (voir Figure 20). Nous
n’observons pas de différences significatives entre les groupes rAAV-GFP et rAAV-Tau"™+AK280. Dans
les souris Trem2”, la réaction inflammatoire provoquée par la surexpression de la Tau"T est a
I'inverse diminuée (diminution de 62% de la surface immunoréactive) et de niveau comparable pour

I’ensemble des vecteurs (Figure 20).

A trois mois post-injection, la réaction inflammatoire est de maniere globale diminuée pour
I'ensemble des groupes, quel que soit le génotype. Une plus forte inflammation est cependant
observée dans les souris Trem2” injectées avec le rAAV-Tau""+AK280 par rapport au groupe véhicule
du méme génotype (ANOVA de Kruskal-Wallis par comparaison multiples, p=0,002), alors qu’aucune
différence significative n’est retrouvée pour les autres vecteurs, quel que soit le génotype des souris.
Etonnamment, la réponse microgliale semblerait donc plus élevée a trois mois post-injection dans les
souris Trem2” injectées avec le vecteur exprimant le transgéne Tau"™+AK280, alors qu’a un mois
post-injection la réponse microgliale est plus élevée au sein des souris exprimant le transgéne Tau"'’

(Figure 20 ; Figure 21).

L'évaluation de la neuroinflammation dans notre modéle a été complétée par des études
transcriptionnelles, a partir des ARNm des cellules CD11b+ monocytaires. En raison du nombre
d’échantillons trop faible, il n’a pas été possible de réaliser d’étude statistique a partir de ces
résultats. Cependant, il semblerait que, a la différence de I'étude immunohistologique réalisée avec
Ibal, les niveaux de transcrits de marqueurs relatifs a I'inflammation tels que TNFa ou CD68 soient
plus élevés dans le groupe rAAV-GFP, uniquement pour les souris WT. Les souris déficientes en
TREM2 semblent exprimer de maniere homogene ces différents marqueurs d’inflammation, quel que

soit le vecteur rAAV utilisé (Figure 22).
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Figure 20 : Diminution du statut inflammatoire corrélée avec la déficience en TREM2 a 1 mois post-injection.

(A) Représentation de la neuroinflammation (lbal) induite par les différents vecteurs a un mois post-injection. (B)
Quantification de la surface immunoréactive, normalisée par la surface du CA1l. La neuroinflammation est plus forte dans le
groupe TauT au sein des souris WT, alors qu’elle a tendance & étre diminuée au sein des souris Trem27-. Les données
présentées correspondent a la moyenne = SEM. Echelle = 500 um et 100 um pour le plus fort grossissement.
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Figure 21 : Le statut inflammatoire des souris WT et Trem2~/- 3 3 mois post-injection.

(A) Représentation de la neuroinflammation (lbal) induite par les différents vecteurs a trois mois post-injection. (B)
Quantification de la surface immunoréactive. Le niveau d’inflammation par rapport au véhicule est similaire entre les deux
génotypes et selon les deux formes de Tau. Les données présentées correspondent a la moyenne + SEM. Echelle = 500 um
et 100 um pour le plus fort grossissement.
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Figure 22 : Expression de différents marqueurs d’inflammation par RT-qPCR dans la fraction microgliale.

Les souris WT et déficientes en TREM2 ont été injectées avec les différents vecteurs et perfusées avec une solution saline
un mois apres injection. Les cellules CD11b+, correspondant aux cellules myéloides, ainsi que les cellules CD11b-, ont été
triées par le systeme Miltenyi d’isolation par billes magnétiques. Les niveaux d'ARNm de TNFa de différents marqueurs
d’inflammation ont été quantifiés par RT-qPCR sur I'hippocampe de ces souris. Les résultats ont été normalisés par les
génes RPL13 et PPIA. Les données présentées correspondent a la moyenne + SEM

c. La déficience constitutive en TREM2 n’affecte pas la

progression de la tauopathie

Le projet ayant pour objectif d’étudier le réle du récepteur TREM2 dans la progression de notre
modele de tauopathie, la tauopathie a été évaluée par les marqueurs ATS8, spécifique de certains
sites de phosphorylation de la protéine Tau et AT100, spécifique de certains sites de phosphorylation
de la protéine Tau et rendant compte de la conformation anormale de Tau, dans chacun des deux
génotypes. L’hyperphosphorylation de Tau ainsi que sa relocalisation dans le compartiment somato-

dendritique sont observées pour les deux formes de Tau dans les deux génotypes (Figure 23 A et C).
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Figure 23 : Progression de la tauopathie dans les souris déficientes en TREM2.

(A)(C) Immunofluorescence et (B)(D) Niveau de fluorescence moyen du marqueur AT8 au niveau du CA1l de I’hippocampe
des souris WT et Trem27, en fonction du vecteur, & un (A)(B) et trois (C)(D) mois post-injection (ANOVA de Kruskal-Wallis
par comparaison multiples, p=0,025). Aucune différence significative n’est retrouvée en fonction du génotype pour un
méme vecteur. Les données présentées correspondent a la moyenne + SEM. Echelle = 500 um. * p < 0.05.
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Cependant, la quantification du signal AT8 n’a pas permis de mettre en évidence une différence
entre les niveaux de fluorescence observés pour le groupe exprimant le transgéne Tau""+AK280 et le
groupe véhicule, a un mois post-injection, possiblement lié a un défaut de sensibilité de la méthode
employée (Figure 23 B). A un et trois mois post-injection, aucune différence significative n’est
observée entre les génotypes WT et Trem2”" pour un méme vecteur, laissant supposer que la
déficience en TREM2 n’affecte pas la progression de la tauopathie (Figure 23). Par ailleurs, a 3 mois
post-injection, la surexpression de la Tau"T a induit une hyperphosphorylation plus intense que celle
observée pour la forme associée au peptide qui promeut I'agrégation chez les souris déficientes en
TREM2 (ANOVA de Kruskal-Wallis par comparaison multiples, p=0,062 pour les souris WT et p=0,025

pour les souris déficientes en TREM?2).

Le marqueur AT100 a confirmé la présence de protéine Tau anormalement conformée uniquement
pour le groupe exprimant le transgéne Tau“W™+AK280, la protéine Tau' ne s’agrégeant pas
spontanément dans notre modele, aux temps étudiés. Nous avons donc observé dans I'ensemble de
la couche CA1 des pré-DNFs et DNFs induites par I'expression du transgéne Tau"V+AK280 et ce, quel
gue soit le génotype des souris, a un et trois mois post-injection (Figure 24). A un mois post-injection,
une forte hétérogénéité est retrouvée quant au nombre de neurones AT100 positifs en fonction des
animaux (Figure 24 A et C). Cela pourrait étre d( au fait qu’un mois est un age charniére auquel la
pathologie est apparu chez une partie des animaux, mais pas les autres, du fait de la variation
interindividuelle. A trois mois post-injection, nous retrouvons une variabilité moins importante, mais
tout de méme existante. A trois mois post-injection, les neurones AT100 positifs ont une tendance a
étre plus nombreux chez les souris déficientes en TREM2 que chez les souris non déficientes en
TREM2 (test t de Student, p=0,097 ; Figure 24 B et D). Nous pouvons remarquer dans le groupe WT
un individu pour lequel le nombre de neurones positifs pour AT100 est trés supérieur aux autres
individus du méme groupe. En réalisant de nouveau le test statistique en excluant cette valeur, nous
observons une différence significative entre les animaux WT et déficients en TREM2 (test t de

Student, p=0,0011).
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Figure 24 : Evaluation de l'agrégation de la protéine Tau en fonction du génotype des souris par marquage
immunohistochimique AT100 au niveau de la couche CA1 de 'hippocampe des souris WT et Trem27/-, en fonction du
vecteur, a un et trois mois post-injection.

(A) Immunohistochimie du marqueur AT100. (C)(D) Quantification du marqueur AT100 a (C) 1 mois et (D) 3 mois post-
injection. Nous n’observons pas de différence statistique entre le génotype WT et Trem27, que ce soit a un (test de Mann-
Whitney, p=1) ou trois mois post-injection (test t de Student, p=0,097). Les données présentées correspondent a la
moyenne + SEM. Echelles = 500 um (gauche) et 100 um (droite).
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d. La déficience constitutive en TREMZ2 n’accroit pas la perte

neuronale dans la couche CA1 de I’hippocampe

Nous avons par la suite vérifié si, dans notre modele de modulation de I'inflammation, les différents
états inflammatoires retrouvés précédemment étaient associés a une perte neuronale. Pour cela,
nous avons quantifié indirectement la mort neuronale avec le marquage neuronal NeuN,
premierement par la mesure du volume de la couche CAl, et deuxiemement par la mesure de
I’épaisseur de la couche des corps cellulaires des neurones pyramidaux dans la couche CA1, sur trois
coupes espacées entre elles de 360 um, et le niveau antéro-postérieur de la coupe centrale

correspondant a celui du site d’injection.

Une atrophie progressive de CA1l est observée dans le groupe TauW', par rapport au groupe
Tau"™+AK280 (Figure 25 B et E) d’environ 25% a un mois (ANOVA de Kruskal-Wallis par comparaisons
multiples, p<0,001) et 50% a trois mois post-injection (ANOVA de Kruskal-Wallis par comparaisons
multiples, p=0,0015), pour les animaux WT. Nous n’observons en revanche pas de différence entre le
groupe TauV+AK280 et le groupe véhicule, que ce soit & un (ANOVA par mesures répétées, F=4,58 ;
test post-hoc de Bonferroni, p=0,29) et trois mois post-injection injection (ANOVA de Kruskal-Wallis
par comparaisons multiples, p=1) pour les animaux WT. De méme, il existe une diminution de
I’épaisseur de la couche des neurones pyramidaux a un (ANOVA de Kruskal-Wallis par comparaisons
multiples, p<0,001) et trois mois post-injection (ANOVA de Kruskal-Wallis par comparaisons

multiples, p<0,001) dans le groupe Tau"T, par rapport au groupe Tau"V'+AK280 (Figure 25 C et F).

La perte d'immunomarquage NeuN, un marqueur nucléaire neuronal, et I'atrophie observée,
permettent d’émettre I'hypothése d’'une dégénérescence dans la couche pyramidale CA1 des

animaux du groupe Tau"V" par rapport aux groupes véhicules et TauVT+AK280.

L'atrophie de la couche CA1l ainsi que la dégénérescence des neurones pyramidaux ne sont
cependant pas significativement différents d’un génotype a l'autre, pour un méme vecteur. La
déficience en TREM2 n’induit donc a priori pas une accélération de la dégénérescence dans le

modele de tauopathie Tau"".

Nous avons récapitulé dans un tableau synthétique I’ensemble de ces résultats (Tableau 12).
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Figure 25 : Le peptide AK280 permet la diminution de la toxicité de la protéine Tau WT par rapport a sa forme non
agrégée.

(A)(D) Immunohistochimie du marqueur neuronal NeuN dans I'hippocampe des souris WT et Trem27-, en fonction du
vecteur, a (A) un et (D) trois mois post-injection. L’expression de la protéine Tau humaine WT induit une perte
d’immunoréactivité du marqueur NeuN plus importante que sa forme agrégée. (B)(E) Quantification des aires du CA1 a un
(B) et (E) trois mois post-injection. Au sein des deux génotypes, la Tau WT provoque une atrophie de la zone par rapport a
sa forme pro-agrégeante (ANOVA par mesures répétées a un mois post-injection, F=4,58 ; test post-hoc de Bonferroni,
p<0,001 pour le génotype WT et p=0,034 pour le génotype Trem27/-; ANOVA de Kruskal-Wallis par comparaisons multiples a
trois mois post-injection : p=0,0015 pour le génotype WT et p=0,0014 pour le génotype Trem27) (C)(F) Quantification de
I’épaisseur du marquage NeuN a un (C) et trois mois post-injection (F). Quel que soit le génotype, la protéine Tau WT
provoque une dégénérescence des neurones pyramidaux du CA1l par rapport a sa forme pro-agrégeante (ANOVA de
Kruskal-Wallis par comparaisons multiples, a un mois post-injection : p<0,001 pour le génotype WT et p=0,0025 pour le
génotype Trem2/-; a trois mois post-injection : p<0,001 pour le génotype WT et p=0,011 pour le génotype Trem27-). Pour
plus de clarté, les résultats statistiques n’ont pas été représentés sur ces graphiques. Les barres d’erreur correspondent a
I’écart-type. Echelle = 500 um.
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Tableau 12 : Tableau synthétique des résultats en fonction du génotype des animaux, de la durée post-injection et du
vecteur.

WT Trem2”"
1 mois post- 3 mois post- 1 mois post- 3 mois post-
injection injection injection injection
I N Hy A I N Hy A I N Hy A I N Hy
Véhicule - - - - - - - - - . - - - - -
AAV-GFP + - + . + . +
AAV-Tau'T e,
AAV-TauVT+AK280 ++ - + P+ + 4+ P+ 4 - P o+ - +

| = Inflammation, N = Neurodégénerescence, Hy = Hyperphosphorylation de la protéine Tau, A = Agrégation de la protéine
Tau,

P = présence. + tendance non significative, ++ résultat significatif (p < 0,05), +++ résultat tres significatif (p < 0,01)

Ainsi, dans le modeéle par injection de rAAV, nos résultats montrent que TREM2 est au moins en
partie responsable de I'induction de la neuroinflammation microgliale, a un mois post-injection,
sans que cela influe sur la progression de la tauopathie. A trois mois post-injection, nous observons
une tendance a I'augmentation du nombre de neurones positifs pour le marquage AT100, ce qui

suggere un potentiel effet de la déficience en TREM2 a un temps plus tardif.

Il est a noter que les expériences par transfert de géne nécessitent plusieurs contréles, notamment
un controle avec le solvant de la solution virale, et un controle avec le vecteur viral vide ou
induisant I’expression d’une protéine « neutre », dans le cas la protéine GFP. Cela a pour

conséquence d’augmenter le nombre de groupes et donc de diminuer la puissance statistique.

Nous avons par ailleurs confirmé dans la souris que la forme WT de la protéine Tau induisait une
toxicité par rapport a sa forme agrégée, comme I’'ont montré les résultats de d’Orange et al. chez le

rat.

Ce modeéle de tauopathie par transfert de géne est un modéle aigu, induisant une réponse
inflammatoire importante due a une expression massive du transgéne. Ainsi, I'absence de
différence entre génotype pourrait étre dii au fait que ce modeéle n’est pas le plus adapté pour
répondre a notre question expérimentale, c’est pourquoi le reste de I’étude se concentrera sur un

autre modele, le modeéle transgénique THY-Tau22.
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2. Role de TREM2 dans la progression de la tauopathie dans un modele

transgénique de tauopathie : la lignée THY-Tau22

a. Exploration de la réponse inflammatoire en fonction de la
déficience ou non en TREM2 dans le modele THY-Tau22, et

en fonction de I’dge considéré

Afin d’étudier la progression de la tauopathie dans un modeéle plus progressif, et induisant une
réponse inflammatoire moins aigue, nous avons décidé de poursuivre notre étude dans le modele
THY-Tau22. En effet, dans ce modéle, la microgliose et I'astrogliose ne sont observées qu’a partir de
3 - 6 mois et la perte neuronale a partir de 12 mois (Schindowski et al., 2006). Pour cela, nous avons
choisi trois ages, a savoir 3, 6 et 12 mois, pour lesquels nous avons comparé les souris déficientes ou
non en TREM2, exprimant de maniére hétérozygote (THY-Tau22*) le transgéne Tau humain muté ou

ne I'exprimant pas (THY-Tau227").

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps a la réponse neuroinflammatoire générée par
la tauopathie, en fonction de I'expression ou non de TREM2. Pour cela, nous nous sommes intéressés
d’une part a I'expression d’lbal, marqueur de microgliose, et au nombre de cellules monocytaires, a
I'aide du marqueur nucléaire PU.1, qui est un facteur de transcription qui active |'expression de
génes au cours du développement des cellules myéloides et lymphoides B (Mak et al., 2011). A 3
mois, nous ne retrouvons pas de différence significative dans I'expression d’lbal entre les groupes
(ANOVA multifactorielle, F=2.41, p=0.13 pour le génotype Trem2, F=0.019, p=0.89 pour le génotype
THY-Tau22, Figure 26 A et B). De méme, a 6 mois, I'analyse de I'expression d’lbal ne nous a pas
permis de mettre en évidence de différence significative entre les groupes (ANOVA multifactorielle
F=1.42, p=0.24 pour le génotype Trem2 et F=0.53, p=0.47 pour le génotype THY-Tau22, Figure 27 A et
C). Il est cependant a noter une tendance a la diminution du nombre de cellules PU.1 positives pour
les souris déficientes en TREM2 a 6 mois (ANOVA multifactorielle, F=3,55 ; p=0,07 ; Figure 27 B et D)
ce qui est en accord avec certaines études qui montrent que TREM2 est un récepteur nécessaire pour
la prolifération des cellules monocytaires (voir 4.c Les roles de TREM2). A 12 mois, le nombre
d’animaux disponibles pour I'étude nous a permis de pouvoir séparer les femelles des males dans
I'analyse, contrairement aux autres ages. De méme, aucune différence significative n’est retrouvée
pour le marquage Ibal (ANOVA de Kruskal-Wallis, p=0.13, Figure 28 A et C). Nous n’avons de méme
pas mis en évidence de différence significative dans le nombre de cellules positives pour PU.1 a 12

mois (Figure 28 E et F).
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Figure 26 : Evaluation du statut inflammatoire par quantification histologique du marquage lbal dans les souris THY-
Tau22 a 3 mois.

(A) Immunofluorescence du marquage Ibal dans la couche CA1 des souris THY-Tau22 déficientes ou non en TREM2. (B)
Niveau de fluorescence moyen du marquage lbal (ANOVA multifactorielle, F=2.41, p=0.13 pour le génotype Trem2,
F=0.019, p=0.89 pour le génotype THY-Tau22). Les données représentent les moyennes + SEM. Echelles = 200 um (gauche)
et 50 um (droite).
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Figure 27 : Evaluation du statut inflammatoire par quantifications histologiques dans les souris THY-Tau22 a 6 mois.

Immunohistologie des marqueurs lbal (A) et PU.1 (B) dans la couche CA1 des souris THY-Tau22 déficientes ou non en
TREM2. (C) Niveau de fluorescence moyen du marqueur Ibal (ANOVA multifactorielle F=1.42, p=0.24 pour le génotype
Trem2 et F=0.53, p=0.47 pour le génotype THY-Tau22). (D) Nombre de cellules positives PU.1 normalisé par la surface du
CA1 (ANOVA multifactorielle, F=3,55 ; p=0,07 pour le génotype Trem2). Les données représentent les moyennes + SEM.
Echelle =200 pm (gauche), 50 um (droite et PU.1).
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Figure 28 : Evaluation du statut inflammatoire par quantification histologique et transcriptionnelle dans les souris THY-
Tau22 a 12 mois.

Immunohistologie des marqueurs Ibal (A), GFAP (B) et PU.1 (E) dans le CA1 des souris THY-Tau22 déficientes ou non en
TREM2. (C) Niveau de fluorescence moyen du marqueur Ibal (ANOVA de Kruskal-Wallis, p=0.13). (D) Niveau de
fluorescence moyen du marqueur GFAP (ANOVA multifactorielle, F=21,075 ; p<0,001 pour le génotype THY-Tau22). (F)
Nombre de cellules positives PU.1 normalisé par la surface du CA1 (ANOVA par comparaison multiple, F=0,566, p=0,46 pour
le génotype Trem2). Les données représentent les moyennes + SEM. Echelle = 200 um (gauche), 50 um (droite et PU.1). ***
p < 0.001.

Nous avons par ailleurs évalué I'astrogliose a I’aide du marqueur astrocytaire GFAP (Figure 28 B et D).
Nous observons un effet uniquement de I'expression du transgéne Tau (ANOVA multifactorielle,
F=21,075; p<0,001). Ainsi a 12 mois, I'expression du transgéne Tau induit une forte astrogliose, en
accord avec la littérature (Laurent et al., 2017; Schindowski et al., 2006). Les résultats a 3 et 6 mois

sont en cours d’analyse.

Ces résultats ont été complétés par des analyses transcriptionnelles par PCR quantitative de
I'expression de différents génes impliqués dans les processus inflammatoires. Pour cela,
I’hippocampe a été prélevé sur trois cohortes d’animaux agés respectivement de 3, 6 et 12 mois. Les
ARN totaux ont été extraits a partir de I'hippocampe entier, mais apres perfusion des animaux au PBS

afin d'éviter de possibles artéfacts dus aux éléments figurés du sang.

A 3 mois (Figure 29), les souris THY-Tau22, qu’elles expriment ou non TREM2, ont une expression
plus élevée des génes GFAP (ANOVA multifactorielle, F=21,35; p<0,001) et Serpina3n (ANOVA
multifactorielle, F=18,13 ; p<0,001), qui sont surexprimé par les astrocytes réactifs, ainsi que de
Tmem119 (ANOVA multifactorielle, F=6,31; p=0,017) et AIF1 (ANOVA de Kruskal-Wallis par
comparaison multiples, p=0,046 entre les souris Tau22” et Tau22* exprimant TREM2), deux
marqueurs microgliaux. Par ailleurs, la déficience en TREM2 provoque une diminution de I'expression

de la cytokine pro-inflammatoire TNFa (ANOVA multifactorielle, F=5,75 ; p=0,041).

A 6 mois (Figure 30), les souris THY-Tau22, qu’elles expriment ou non Trem2, ont une expression plus
élevée des genes DAP12, |'adaptateur intra cytoplasmique de TREM2 (ANOVA multifactorielle,
F=6,15; p=0,023) et GFAP, qui est surexprimé par les astrocytes réactifs (ANOVA multifactorielle,
F=7,08; p=0,016). Les autres genes d’inflammation étudiés ne présentent pas de différence
significative en fonction des groupes. Cependant, nous pouvons observer une augmentation, , de
I’expression de TNFa (ANOVA multifactorielle, F=4,88, p=0,04), une cytokine pro-inflammatoire, dans

les souris déficientes en TREM2 et exprimant le transgéne Tau par rapport aux autres groupes.

Comme précédemment, le nombre d’animaux au temps 12 mois nous a permis de stratifier les
résultats en fonction du sexe des animaux. A 12 mois (Figure 31), I'expression du transgéne Tau

induit une augmentation de I’expression de CD68, marqueur des phagocytes mononucléaires
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(ANOVA multifactorielle, F=11,710 ; p=0,0013) et TGFB8 (ANOVA multifactorielle, F=8,80 ; p=0,0048),
qui code pour un facteur de croissance impliqué dans la résolution de I'inflammation. De plus, la
déficience en TREM2 induit une diminution de I'expression de CD68 (ANOVA multifactorielle, F=20,8 ;
p<0,001), et de Tmem119 (ANOVA multifactorielle, F=4,79 ; p=0,045). Ces résultats sont donc en
accord avec les nombreuses études qui montrent qu’un des roles de TREM2 est |'activation de la

microglie (voir 4.c Les fonctions de TREM2).

Il est par ailleurs intéressant de noter qu’il existe un effet sexe-dépendant suivant les genes
considérés. En effet, certains effets liés a I'expression des transgénes ne sont visibles que chez les
males. Notamment I'expression du transgene Tau induit une augmentation de CD68 (ANOVA
multifactorielle, F=9,16 ; Test post-hoc de Bonferroni ; p=0,0006) et de TGFB8 (ANOVA multifactorielle,
F=6,56 ; Test post-hoc de Bonferroni; p=0,0047) uniquement chez les maéles. De plus, un effet est
retrouvé uniquement entre les males THY-Tau22”" et THY-Tau22* pour les génes DAP12 (ANOVA de
Kruskal-Wallis par comparaison multiples, p<0,001) et AIF1 (ANOVA de Kruskal-Wallis par
comparaison multiples, p=0,027). De méme, l'augmentation de I'expression de la GFAP n’est
significative que pour les souris males Trem2”" par rapport aux Tau22Trem2” (ANOVA de Kruskal-

Wallis par comparaison multiples, p=0,0034).

Ainsi, méme si I’'analyse des marquages histologiques Ibal et PU.1 n’ont pas permis de mettre en
évidence de différences entre les différents groupes, quel que soit les ages considérés, des
changements transcriptionnels se produisent, en fonction de I’expression du transgéne Tau, de la
déficience en TREM2 ou encore du sexe considéré, pour différents génes impliqués dans la réponse

inflammatoire tels que CD68 et TGF-8.
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Figure 29 : Quantification de I'expression de différents marqueurs d’inflammation par RT-qPCR sur des extraits d’ARN
d’hippocampe a 3 mois.

Les niveaux d'ARNm de différents génes ont été quantifiés par RT-qPCR sur I'hippocampe de souris THY-Tau22 déficientes
ou non en TREM2. Les résultats ont été normalisés par les genes RPL13 et PPIA. Les souris THY-Tau22 présentent une
augmentation de I'expression de GFAP (ANOVA multifactorielle, F=21,35 ; p<0,001), Serpina3n (ANOVA multifactorielle,
F=18,13 ; p<0,001), Tmem119 (ANOVA multifactorielle, F=6,31 ; p=0,017) indépendamment de I'expression de TREM2, et de
AIF1 (ANOVA de Kruskal-Wallis par comparaison multiples, p=0,046 entre les souris Tau22”- et Tau22*/- exprimant TREM2).
La déficience en TREM2 provoque une augmentation de TNFa (ANOVA multifactorielle, F=5,75 ; p=0,041). Les données
représentent les moyennes + SEM. * p < 0.05, *** p < 0.001.
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Figure 30 : Quantification de I’expression de différents marqueurs d’inflammation par RT-qPCR sur des extraits d’ARN
d’hippocampe a 6 mois.

Les niveaux d'ARNm de différents génes ont été quantifiés par RT-qPCR sur I'hippocampe de souris THY-Tau22 déficientes
ou non en TREM2. Les résultats ont été normalisés par les genes RPL13 et PPIA. Les souris THY-Tau22 ont une expression
plus élevée des genes DAP12 (ANOVA multifactorielle, F=6,15 ; p=0,023) et GFAP (ANOVA multifactorielle, F=7,08 ;
p=0,016), indépendamment de I'expression de TREM2. Les données représentent les moyennes + SEM. * p < 0.05.
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Figure 31 : Quantification de I’expression de différents marqueurs d’inflammation par RT-qPCR sur des extraits d’ARN
d’hippocampe a 12 mois.

Les niveaux d'ARNm de différents génes ont été quantifiés par RT-qPCR sur I'hippocampe de souris THY-Tau22 déficientes
ou non en TREM2. Les résultats ont été normalisés par les génes RPL13 et PPIA. Les souris THY-Tau22 ont une expression
plus élevée de CD68 (ANOVA multifactorielle, F=11,710 ; p=0,0013) et TGFB8 (ANOVA multifactorielle, F=8,80 ; p=0,0048). La
déficience en TREM2 induit une diminution de I'expression de CD68 (ANOVA multifactorielle, F=20,8 ; p<0,001), et de
Tmem119 (ANOVA multifactorielle, F=4,79 ; p=0,045). L’expression du transgéne Tau induit une augmentation de CD68
(ANOVA multifactorielle, F=9,16 ; Test post-hoc de Bonferroni ; p=0,0006) et de TGF8 (ANOVA multifactorielle, F=6,56 ; Test
post-hoc de Bonferroni ; p=0,0047) uniquement chez les males. Un effet est retrouvé uniquement entre les males THY-
Tau22”/- et THY-Tau22*- pour les génes DAP12 (ANOVA de Kruskal-Wallis par comparaison multiples, p<0,001) et AlF1
(ANOVA de Kruskal-Wallis par comparaison multiples, p=0,027). L’augmentation de I'expression de GFAP n’est significative
que pour les souris males Trem27- par rapport aux Tau22Trem27- (ANOVA de Kruskal-Wallis par comparaison multiples, p=0
,0034). Les données représentent les moyennes + SEM. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001.
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b. La déficience en TREM2 augmente la pathologie Tau a 12
mois mais pas a 3 mois ni a 6 mois

Pour vérifier si les différences observées dans I'expression de genes d’inflammation étaient corrélées
a des différences de sévérité de la tauopathie, nous avons par la suite évalué, par
immunofluorescence et immunohistochimie, I’hyperphosphorylation de Tau avec I'anticorps AT8 et

I’agrégation de Tau avec I'anticorps AT100.

Les marqueurs AT8 et AT100 n’ont pas permis de mettre en évidence de différence significative entre
les souris déficientes ou non pour TREM2 a 3 mois (test de Mann-Whitney, p=0,91 pour ATS ; test t
de Student, p=0,44 pour AT100 ; Figure 32) et 6 mois (test t de Student, p=0,19 pour ATS8, p=0,70
pour AT100 ; Figure 33). Il n’y a de méme pas de différence d’expression du transgene Tau, évalué
par RT-gPCR, entre les deux groupes a 3 mois (test t de Student, p=0,88 ; Figure 32 E) et 6 mois (test t
de Student, p=0,36 ; Figure 33 E).

Cependant, de maniere intéressante, il semblerait que la déficience en TREM2 ait un effet en
fonction de I’'age considéré. En effet, a 12 mois, les souris déficientes en TREM2 présentent plus de
marquage AT8 (ANOVA multifactorielle, F=4,5 ; p=0,045 ; Figure 34 A et B), de neurones positifs pour
AT100 (ANOVA multifactorielle, F=24,43 ; p<0,001 ; Figure 34 E et F) et pour la coloration de Gallyas
(ANOVA multifactorielle, F=5,841 ; p=0,025 ; Figure 34 G et H), indépendamment du sexe. Cet effet
est retrouvé sans qu’il y ait une augmentation significative de I'expression du transgene de Tau
(ANOVA multifactorielle, F=0,58; p=0,45; Figure 34 1). Cependant, nous ne retrouvons pas de
différence significative en considérant le marquage pSer422 entre les souris déficientes et non

déficientes en TREM2 (ANOVA multifactorielle, F=0,102 ; p=0,75 ; Figure 34 C et D).

Ainsi, la déficience en TREM2 a un effet différentiel en fonction de I’dge considéré. A 3 et 6 mois les
animaux déficients en TREM2 ne présentent pas de différence d’hyperphosphorylation et
d’agrégation de Tau, en considérant les marquages AT8, AT100 et Gallyas, par rapport aux souris
non déficientes en TREM2. A l'inverse, a 12 mois, une augmentation de ces deux paramétres

apparait pour les souris déficientes en TREM2.
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Figure 32 : Evaluation de I’hyperphosphorylation et de I'agrégation de la protéine Tau des souris THY-Tau22 a 3 mois.

Immunohistologie du marqueur AT8 (A) et AT100 (C) au niveau du CA1 de I'hippocampe des souris WT et THY-Tau22,
déficientes ou non en TREM2. (B) Niveau de fluorescence moyen du marquage AT8 (test de Mann-Whitney, p=0,91) (D)
Nombre de neurones positifs pour AT100 (test t de Student, p=0,44). (E) Expression du géne MAPT humain, quantifié par
RT-gPCR a partir d'hippocampe de souris THY-Tau22 déficientes ou non en TREM2 (test t de Student, p=0,88). Les résultats
ont été normalisés par les génes RPL13 et PPIA. Les données représentent les moyennes + SEM. Echelle = 200 pum.
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Figure 33 : Evaluation de I’hyperphosphorylation et de I’agrégation de la protéine Tau des souris THY-Tau22 a 6 mois.

Immunohistologie du marqueur AT8 (A) et AT100 (C) au niveau du CA1l de I'hippocampe des souris WT et THY-Tau22,
déficientes ou non en TREM2. (B) Niveau de fluorescence moyen du marquage AT8 (test t de Student, p=0,19). (D) Nombre
de neurones positifs pour AT100 (test t de Student, p=0,70). (E) Expression du gene MAPT humain, quantifié par RT-qPCR a
partir d'hippocampe de souris THY-Tau22 déficientes ou non en TREM2 (test t de Student, p=0,36). Les résultats ont été
normalisés par les genes RPL13 et PPIA. Les données représentent les moyennes + SEM. Echelle = 200 um.
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Figure 34 : Evaluation de ’hyperphosphorylation et de ’agrégation de la protéine Tau des souris THY-Tau22 a 12 mois en
fonction du sexe.

Immunohistologie du marqueur AT8 (A), pSer422 (C) et AT100 (E) au niveau du CA1 de I’hippocampe des souris WT et THY-
Tau22, déficientes ou non en TREM2. (B) Niveau de fluorescence moyen du marqueur AT8 (ANOVA multifactorielle, F=4,5 ;
p=0,045). (D) Niveau de fluorescence moyen du marqueur pSer422 (ANOVA multifactorielle, F=0,102 ; p=0,75 pour le
génotype Trem2). (F) Nombre de neurones positifs pour AT100 (ANOVA multifactorielle, F=24,43 ; p<0,001). (G) Coloration
de Gallyas. (H) Nombre de neurones positifs a la coloration de Gallyas (ANOVA multifactorielle, F=5,841 ; p=0,025). (I)
Expression du gene MAPT humain, quantifié par RT-qPCR a partir d'hippocampe de souris THY-Tau22 déficientes ou non en
TREM2 (ANOVA multifactorielle, F=0,58 ; p=0,45 pour le génotype Trem27). Les résultats ont été normalisés par les génes
RPL13 et PPIA. Les données représentent les moyennes = SEM. Echelle = 200 um. * p < 0.05, ** p < 0.01.

c. La déficience constitutive en TREMZ2 n’accroit pas la perte
cellulaire dans la couche CA1 de I’hippocampe, quel que soit
I’dge considéré

Nous avons par la suite voulu vérifier si la déficience en TREM2 était associée a une perte cellulaire
plus rapide, en particulier pour les neurones pyramidaux de la couche CA1 de I'hippocampe, qui est
la zone dans laquelle le transgéne s’exprime majoritairement dans les souris THY-Tau22. Pour cela, la

mesure de I'épaisseur de cette couche a été quantifiée a I'aide du marqueur nucléaire DAPI.

Etonnamment, une diminution de la couche des neurones pyramidaux du CA1 est observée pour les
souris exprimant le transgéne Tau a 3 mois (ANOVA multifactorielle, F=14,36 ; p<0,001 ; Figure 35 A
et B) alors que les études précédentes sur ce modéles ne mettent en évidence une perte neuronale
gu’a 12 mois (Schindowski et al., 2006). Cette perte est effectivement retrouvée a 12 mois (Mann
Whitney, p<0,001, Figure 35 E et F). A l'inverse, a 6 mois (Figure 35 C et D), aucune différence
statistique n’est observée (ANOVA de Kruskal-Wallis par comparaison multiples, p=0,19). Ces
résultats, notamment ceux obtenus a 3 mois, sont cependant a nuancer car la quantification réalisée
n’est pas un comptage stéréologique et le résultat a 3 mois pourrait donc étre artéfactuel. Il est aussi
a noter qu’a 6 mois le groupe Tau22/ Trem2” est a compléter. Nous avons par ailleurs complété ces
résultats par une mesure de la surface moyenne de la couche CA1 de I'hippocampe. Une atrophie est
observée a 6 mois (ANOVA multifactorielle, F=8,07 ; p=0,0086) et a 12 mois (ANOVA multifactorielle,
F=7,85 ; p=0,0075), pour les souris THY-Tau22, indépendamment de la déficience en TREM2. A 12
mois, les souris non déficientes en TREM2 présentent une atrophie par rapport aux souris déficientes
en TREM2 (ANOVA multifactorielle, F=10,25 ; p=0,0025), comme |'a montré I'étude de Leyns et coll.
dans le modéle P301S (Leyns et al., 2017).
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Figure 35 : Evaluation de la perte cellulaire dans le modéle THY-Tau22 a 3, 6 et 12 mois.

Histologie du marquage DAPI dans la couche CA1 de I’hippocampe des souris THY-Tau22 déficientes ou non en TREM2 a 3
(A), 6 (C) et 12 mois (E). Quantification de la densité cellulaire dans la couche CA1 a 3 mois (B) 6 mois (D) et 12 mois (F). Une
perte cellulaire est observée a 3 mois (ANOVA multifactorielle, F=14,36 ; p<0,001) et a 12 mois (Mann Whitney, p<0,001) et
non a 6 mois pour les souris THY-Tau22, indépendamment de la déficience en TREM2. Surface moyenne de la couche CAl a
3 (G), 6 (H) et 12 mois (I). Une atrophie est observée a 6 mois (ANOVA multifactorielle, F=8,07 ; p=0,0086) et a 12 mois
(ANOVA multifactorielle, F=7,85 ; p=0,0075), pour les souris THY-Tau22, indépendamment de la déficience en TREM2. A 12
mois, les souris non déficientes en TREM2 présentent une atrophie par rapport aux souris déficientes en TREM2 (ANOVA
multifactorielle, F=10,25 ; p=0,0025). Les données représentent les moyennes + SEM. Echelle = 20 um. ** p < 0.01, *** p <
0.001.

De manieére surprenante, alors que nous retrouvons une perte cellulaire au niveau de la couche
pyramidale a 3 mois liée a I’expression du transgene, aucune différence statistique n’est retrouvée
a 6 mois. Comme décrit dans la littérature, a 12 mois, nous observons une perte cellulaire tres
significative, mais la déficience en TREM2 n’a pas d’effet sur ce paramétre. Une atrophie
significative est observée au niveau de la couche CA1 a 6 et 12 mois pour les souris THY-Tau22.
Nous avons de plus mis en évidence une atrophie a 12 mois chez les souris exprimant TREM2 par
rapport aux souris déficientes en TREM2, a l'instar de I’étude de Leyns et coll. réalisée dans le
modele P301S (Leyns et al., 2017). Des études stéréologiques, plus précises, seront nécessaires

pour confirmer ces résultats.

d. La déficience en TREM2 n’a pas de conséquences
fonctionnelles sur le comportement des souris THY-Tau22 a

10 mois

Afin de mettre en évidence une éventuelle conséquence fonctionnelle de la déficience en TREM2
dans le modele THY-Tau22, nous avons généré de nouvelles cohortes d’animaux afin de réaliser
différentes études comportementales. Nous avons en particulier évalué la locomotion (cage
d’activité), I'anxiété (labyrinthe en croix surélevé) et la mémoire (test de la piscine de Morris ou
MWM, test de reconnaissance d’objet avec composante spatiale). Les différents tests exposés
précédemment ont de plus été effectués avec des souris WT en comparaison a des souris déficientes
en TREM2, et n’exprimant pas le transgene Tau, afin d’'une part de valider la qualité du test, et de
vérifier que la déficience en TREM2 seule n’impacte pas le comportement de ces animaux, pour les

tests considérés.

Nous avons mesuré dans un premier temps I'activité spontanée au cours du cycle circadien a I'aide
d’une cage d’activité. En décomposant la phase de jour et la phase de nuit, nous n’avons pas trouvé
de différence dans I'activité basale des souris WT par rapport aux souris déficientes en TREM2 le jour

(ANOVA par mesure répétée, F=0.67; p=0,42 ; Figure 36 A), mais les souris WT ont une activité moins
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importante que les souris déficientes en TREM2 la nuit (ANOVA par mesure répétée, F=4.90;

p=0,039 ; Figure 36 A).

L'anxiété a été évaluée avec le test du labyrinthe en croix surélevé. La déficience en TREM2 n’a pas
d’effet sur la distance totale parcourue dans le labyrinthe en croix surélevé (test t de Student, p=0.29,
données non montrées), sur le temps passé dans les bras ouverts (test t de Student, p=0.96 ; Figure

36 C), ainsi que sur le temps passé a se pencher (test t de Student, p=0.29 ; Figure 36 D).

La mémoire a dans un premier temps été évaluée a I'aide d’un test de reconnaissance d’objet dans
un labyrinthe en V (Puighermanal et al., 2009). Pour cela, un index de discrimination, compris entre -
1 et 1, est calculé afin d’évaluer une préférence d’exploration d’'un objet nouveau (index 1) par
rapport a un objet déja connu (index -1). Nous n’avons pas montré de différence d’exploration du
nouvel objet entre les souris déficientes en TREM2 et WT (test t de Student, p=0.38 ; Figure 36 B). Les
deux groupes ont significativement plus exploré I'objet nouveau par rapport a I'objet déja connu
(test t de Student par rapport a 0, p<0.001 pour les souris WT, p=0.027 pour les souris Trem2”°). Les

souris WT et déficientes en TREM2 ne présentent donc pas de défaut de reconnaissance d’objet.

La mémoire spatiale a long terme a été évaluée avec le test de la piscine de Morris. Durant la phase
d’apprentissage, le temps de latence pour trouver la plateforme a significativement diminué au cours
des jours pour I'ensemble des souris (ANOVA par mesures répétées, F=22,29 ; p<0,001 ; Figure 36 E),
ce qui permet de confirmer que les souris sont bien capables de retenir la position de la plateforme,
indépendamment du génotype. De plus, il n’y a pas de différence significative d’apprentissage entre

les souris déficientes ou non en TREM2 (ANOVA par mesures répétées, p=0,65 ; Figure 36 E).

Pour évaluer la mémoire a long terme, nous réalisons un test de rétention, 72h aprés le dernier jour
d’apprentissage. Pour ce test nous vérifions si les souris passent plus de temps dans le quadrant qui
contenait la plateforme. Les souris WT et déficientes en TREM2 ont passé plus de temps dans le
quadrant cible (test t de Student par rapport a 25%, p=0.002 pour les souris WT et p=0.0015 pour les
souris déficientes en TREM2 ; Figure 36 F), ce qui montre que quel que soit le génotype, il n'y a pas

de déficit de mémoire a long terme pour les souris WT et déficientes en TREM2 a 10 mois.

Ainsi, les souris déficientes en TREM2 ne présentent pas un phénotype différent des souris WT, pour

les tests considérés.

Par ailleurs, pour tous les tests effectués, les souris WT se comportent de la maniéere attendue. Dans
le labyrinthe en croix surélevé, elles passent environ 5 % dans les bras fermés, ce qui est en accord

avec les résultats retrouvés dans la littérature ; dans les tests de mémoire, elles passent plus de
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temps a explorer I'objet nouveau que I'objet déja connu et passent plus de temps dans le quadrant

cible. L'ensemble de ces résultats obtenus avec les souris WT valide donc la réalisation de ces tests.

Les différents tests exposés précédemment ont par la suite été effectués avec les souris THY-Tau22
déficientes ou non en TREM2. Nous n’avons de méme pas trouvé de différence significative dans
I'activité basale des souris THY-Tau22 déficientes en TREM2 par rapport aux souris THY-Tau22 non
déficientes (ANOVA par mesure répétée, F=1.29 ; p=0.27 ; Figure 37 A). Ainsi, la déficience en TREM?2
ne semble pas avoir d’impact sur I'activité globale des souris. Cependant, il est a noter qu’entre la
11%™ et la 17°™ heure et la 22°™ et 23°™ heure du test, les souris déficientes en TREM2 semblent
avoir une activité plus élevée, et cet effet semble inversé entre la 18%™ et la 21°™ heure, sans que

cela soit significatif.

Le test du labyrinthe en croix surélevé nous a permis de mettre en évidence une tendance a
|"augmentation du temps passé dans les bras ouverts des souris THY-Tau22 déficientes en TREM2 par
rapport aux souris non déficientes (test t de Student, p=0,063 ; Figure 37 C). De plus, les souris
déficientes en TREM2 passent significativement plus de temps a se pencher au niveau des bords du
labyrinthe (test t de Student, p=0,0061 ; Figure 37 D). Il est par ailleurs a noter que I'ensemble des
souris a passé ~ 50% du temps dans les bras ouverts du labyrinthe ce qui démontre un faible niveau

d’anxiété général par rapport a des souris WT (voir Figure 36).

Dans le test de reconnaissance d’objet, nous n’avons pas montré de différence entre les souris THY-
Tau22 déficientes en TREM2 et non déficientes en TREM2 (test t de Student, p=0,81 ; Figure 37 B). De
plus, aucun des groupes n’a significativement plus exploré I'objet nouveau par rapport a I'objet déja
connu (test t de Student par rapport a 0, p=0,12 pour les souris THY-Tau22, p=0,26 pour les souris
Tau22Trem2”). Les souris THY-Tau22 présentent donc & 10 mois un défaut de mémoire liée a la
reconnaissance d’objet, qui n’est pas amélioré par la déficience en TREM2. Il est a noter que les
déficits observés a cet age sont importants, nous n’aurions donc a l'inverse pas pu observer une

aggravation des déficits de mémaoire pour les souris déficientes en TREM2.

Pour le test de la piscine de Morris, le temps de latence pour trouver la plateforme a
significativement diminué au cours des jours pour I'ensemble des souris THY-Tau22 (ANOVA par
mesures répétées, p<0,001), ce qui permet de confirmer que les souris sont bien capables de retenir
la position de la plateforme, indépendamment du génotype (ANOVA par mesures répétées, p=0,65 ;

Figure 37 E).
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Figure 36 : Etude comportementale des souris déficientes (n=10) ou non (n=12) en TREM2.

(A) Distance parcourue par les souris dans le Phenotoyper, heure par heure, durant la phase diurne de 7h a 19h (en blanc)
et nocturne (en gris), pendant 23h ; MANOVA; F=0.67 p=0.42 pour le jour; F=4.90 p=0.039 pour la nuit (B) Test de
reconnaissance d’objet : index de discrimination du temps passé a explorer I'ancien objet par rapport au nouvel objet.
(C)(D) Test du labyrinthe en croix surélevé (EPM) : pourcentage de temps passé dans les bras ouverts du labyrinthe (C) et
temps passé a se pencher sur les cotés du labyrinthe (D). (E) Test de la piscine de Morris (MWM) : temps mis par les souris
pour trouver la plateforme durant la phase d’entrainement. Nous avons trouvé une différence entre les jours mais pas de
différence entre les groupes, ce qui signifie que les souris ont bien été en mesure d’apprendre la position de la plateforme
et ce quel que soit le génotype considéré ; ANOVA par mesures répétées, F=22.29 p<0.001 entre les jours et F=0.96 p=0.34
entre les groupes. (F) Test de la piscine de Morris (MWM) : pourcentage de temps passé dans chaque quadrant de la piscine
durant le jour test ; test t de Student par comparaison a 25% dans le quadrant Q1 (dans lequel la plateforme est supposée
étre), p=0.002 pour le groupe WT et p=0.0015 pour le groupe Trem27/. Aucun des tests comportementaux n’a montré
d’altération du comportement entre les souris WT et les souris déficientes en TREM2. Les données représentent les
moyennes = SEM. * p < 0.05.
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Figure 37 : Etude comportementale des souris THY-Tau22 déficientes (n=14) ou non (n=13) en TREM2.

(A) Distance parcourue par les souris dans le Phenotoyper, heure par heure, durant la phase diurne de 7h a 19h (en blanc)
et nocturne (en gris), pendant 23h ; MANOVA; F=0.55 p=0,46 pour le jour; F=0,97 p=0,33 pour la nuit (B) Test de
reconnaissance d’objet : index de discrimination du temps passé a explorer I'ancien objet par rapport au nouvel objet.
(C)(D) Test du labyrinthe en croix surélevé (EPM) : pourcentage de temps passé dans les bras ouverts du labyrinthe (C) et
temps passé a se pencher sur les cotés du labyrinthe (D) ; test t de Student, p=0,06 pour le temps passé dans les bras
ouverts, p=0,006 pour le temps passé a se pencher. (E) Piscine de Morris (MWM) : temps mis a trouver la plateforme dans
la piscine de Morris durant la phase d’entrainement. Nous avons trouvé une différence entre les jours mais pas de
différence entre les groupes, ce qui signifie que les souris ont bien été en mesure d’apprendre la position de la plateforme
et ce quel que soit le génotype considéré ; ANOVA par mesures répétées, F=10,16 p<0,001 entre les jours et F=0,0010
p=0,097 entre les groupes. (F) Piscine de Morris (MWM) : pourcentage de temps passé dans chaque quadrant de la piscine
durant le jour test ; test t de Student par comparaison a 25% dans le quadrant Q1 (dans lequel la plateforme est supposée
étre), p=0,11 pour le groupe Tau22 et p=0,26 pour le groupe Tau22Trem2/-. Aucun des tests comportementaux n’a montré
d’altération différentielle du comportement entre les souris THY-Tau22 et les souris THY-Tau22 déficientes en TREM2. Les
données représentent les moyennes + SEM. ** p < 0.01.
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De plus, il n'y a pas de différence significative d’apprentissage entre les souris déficientes ou non en
TREMZ2. Ainsi, la déficience en TREM2 n’a pas d’effet sur I'apprentissage des souris THY-Tau22 agées
de 10 mois. Nous avons par la suite évalué la mémoire a long terme a I'aide d’un test de rétention,

72h aprés le dernier jour d’apprentissage.

Aucun des deux groupes n’a montré une préférence pour le quadrant cible (test t de Student par
rapport a 25%, p=0,11 pour les souris non déficientes en TREM2, p=0,26% pour les souris déficientes
en TREM2 ; Figure 37 F), ce qui suggére un déficit global de mémoire a long terme pour les souris

THY-Tau22, indépendamment de I'expression de TREM2.

A 10 mois, les souris THY-Tau22 présentent des déficits de mémoire, et les mesures réalisées ne
nous ont pas permis de différencier les souris en fonction de I’expression de Trem2. La déficience
en TREM2 semble en outre induire une diminution de I'anxiété dans ce modele. A l'inverse, en
I’absence d’expression du transgéne Tau, la déficience en TREM2 ne provoque globalement pas

d’effets comportementaux.

Par ailleurs, les déficits comportementaux observés a 10 mois sont conséquents, ainsi nous ne
pouvons pas évaluer si la déficience en TREM2 a un effet encore plus délétére dans ce modéle.
Pour cela nous réalisons actuellement ces tests comportementaux a un age plus précoce, a 5 mois,
lorsque les déficits comportementaux ne sont pas encore établis, pour vérifier si la déficience en

TREM2 entraine une apparition plus précoce des symptomes.
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Discussion

Dans cette étude, la problématique a été de déterminer si le récepteur TREM2 était impliqué dans la
neuroinflammation induite par la tauopathie, et si cette neuroinflammation influait sur I'évolution de
la tauopathie dans I'hippocampe. Les résultats obtenus dans un modele aigu de tauopathie, dans
lequel des souris sont traitées par injection intracérébrale de rAAV-Tau, indiquent que TREM2 accroit
I'inflammation, sans que cela n'influe de maniére significative sur la progression de la tauopathie.
L'utilisation d’un second modéle de tauopathie, plus progressif, le modeéle transgénique THY-Tau22, a
permis de contraster ces résultats et de montrer que la déficience en TREM2 entrainait une

augmentation de la pathologie Tau uniquement a un stade avancé de la pathologie.

1. Effet de la déficience en TREM2 dans les deux modeles utilisés

a. Effet de la déficience en TREM2 dans le modeéle par transfert
de géne

Dans le but de modéliser la composante tauopathique de la MA in vivo, nous avons construit un
vecteur rAAV2/9 exprimant la protéine Tau humaine. Nos premiers résultats chez la souris ont
montré que la protéine Tau normale, bien qu'elle soit hyper-phosphorylée lorsqu'elle est
surexprimée, n'est pas capable de s'agréger, contrairement a la forme portant la mutation P301L qui
est retrouvée dans la DFTP-17 (Hutton et al., 1998). Or, dans la MA, c'est la protéine Tau sauvage qui
s’agrege pour former des DNFs. Nous avons donc congu un vecteur rAAV co-exprimant la protéine
Tau sauvage et un peptide qui promeut son agrégation, correspondant aux quatre domaines répétés
de liaison aux microtubules de Tau avec délétion de la lysine située en position 280 (AK280). Ces 2
peptides sont séparés dans le vecteur par une séquence 2A qui permet leur expression dans un
rapport 1:1 dans les cellules cibles (Szymczak-Workman, Vignali and Vignali, 2012). De maniere
analogue a ce qui a été décrit dans une lignée de souris transgéniques (Sydow, Van Der Jeugd, et al.,
2011), nos résultats montrent que I'expression du peptide AK280 entraine |'agrégation de la protéine
Tau humaine WT. Cette agrégation qui survient en I'absence de toute mutation de Tau, se rapproche
ainsi de la physiopathologie de la MA. Il est cependant probable que ce modéle génére des agrégats
mixtes formés de la protéine Tau entieére et du peptide AK280. L'hypothése selon laquelle les
agrégats seraient formés uniquement de peptides AK280 est, elle, a exclure. L’anticorps AT100 que
nous avons utilisé reconnait en effet les sites phosphorylés Ser-212 et Ser-214, qui ne sont pas

présents dans le peptide AK280. Cela implique donc que les agrégats marqués par AT100 que nous
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avons observés aprés injection du vecteur rAAV-Tau"™+AK280 sont constitués, au moins en partie, de

la protéine Tau entiere, et non pas seulement du peptide AK280.

De nombreuses études suggerent que la toxicité de Tau serait causée par ses formes oligomériques
solubles et non ses formes fortement agrégées (Cowan et al., 2015). Nous avons donc choisi de
comparer I’évolution de la tauopathie chez les souris WT ou Trem27- avec deux types de vecteurs : le
vecteur exprimant la protéine Tau"" seule, modéle dans lequel nous ne retrouvons pas d’agrégats
mais qui confirme I’hypothese de la toxicité de la protéine Tau soluble, et le vecteur exprimant la
protéine Tau"'T associée au peptide AK280, qui aboutit & la formation d’agrégats et une neurotoxicité

significativement réduite chez le rat (d’Orange et al., 2018).

Nous avons évalué I'inflammation dans les différents groupes, en fonction du vecteur, du génotype
et de la durée post-injection. Nos résultats montrent que la déficience en TREM2 induit une
diminution du statut inflammatoire, mise en évidence par l'expression d'lbal, a un mois post-
induction de la tauopathie (Figure 20). Ces résultats sont en accord avec d’autres études mettant en
évidence le role de TREM2 dans la régulation de la réponse inflammatoire (voir 4.c Les fonctions de
TREM2). Notre étude confirme ainsi que TREM2 est un régulateur clé de I'activation microgliale in

vivo (Cantoni et al., 2015).

Cependant, a trois mois post-injection I'inflammation est augmentée de 47% dans le groupe Trem2”
injecté avec le rAAV-TauVT+AK280 par rapport au temps un mois post-injection. Ce résultat pourrait
étre lié aux importantes différences inter-individuelles observées dans la réponse inflammatoire
induite par la tauopathie, le retour a un statut inflammatoire de base étant progressif en fonction de
chaque individu. Une autre hypothéese pourrait étre que la mort cellulaire est retardée dans ce
groupe, la réponse inflammatoire observée serait donc due a un phénoméne d’inflammation
retardée. Cependant, I'évaluation de la mort neuronale que nous avons réalisé ne nous a pas permis
de mettre en évidence une mort cellulaire significativement plus élevée dans ce groupe par rapport
au groupe contréle injecté avec le diluant du virus, ni @ un mois ni a trois mois post-injection,
infirmant alors cette hypothése (Figure 25). Il se pourrait aussi que le vecteur rAAV-Tau"™+AK280
induise une inflammation a plus long terme, indépendamment de la mort neuronale, notamment en
induisant des dysfonctions neuronales et synaptiques, ainsi que de la phagocytose de synapse. Des

analyses complémentaires seront nécessaires pour déterminer si c’est le cas ou non.

Dans le groupe Tau" la tauopathie est associée a une importante perte neuronale (Figure 25) et a
une réaction inflammatoire plus importante que celle observée pour la forme promotrice de
I’agrégation (Figure 20), mais qui, sur la base de 'immunomarquage Ibal, est résolue a trois mois

post-injection (Figure 21). De récentes études suggerent que les DNFs ne constituent pas la forme
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neurotoxique de la protéine Tau et qu’il s’agirait en réalité des agrégats intermédiaires de Tau, c’est-
a-dire les formes oligomériques solubles dans le cytoplasme neuronal. En accord avec cette
hypothese, des oligomeres de Tau ont été retrouvé en quantité élevée dans des cerveaux de patients
atteints de la MA (Cowan and Mudher, 2013). Nos résultats observés dans ce modéle de souris
confirment ceux qui ont été publiés récemment par le laboratoire en utilisant le rat comme espéce
modele (d’Orange et al.,, 2018). Toutes ces données appuient I’hypothése selon laquelle la
neurotoxicité de la protéine Tau serait principalement due a ses formes oligomériques solubles et

non ses formes agrégées.

WT colocalise avec

Il est de plus a noter que la perte neuronale retrouvée dans le groupe Tau
I'inflammation retrouvée spécifiguement dans le groupe Tau"", & un mois post-injection, comme
nous pouvons l'observer a partir du marquage histologique Ibal (Figure 20). L'inflammation est
localisée au niveau des somas des neurones pyramidaux de la couche CA1, suggérant que les cellules

inflammatoires phagocytent les débris cellulaires des neurones en dégénérescence.

Nous avons par la suite évalué la pathologie Tau dans notre modeéle afin de vérifier si la déficience en
TREM?2 influe sur le décours de la pathologie (Figure 23, Figure 24). La progression de la tauopathie a
été évaluée a I'aide des anticorps AT8 et AT100, marqueurs respectifs de I’hyperphosphorylation et
de la conformation anormale de Tau. Il est a noter qu’une perte neuronale dans I'ensemble de Ila
couche CA1 de I'hippocampe est observée dés un mois post-injection dans les souris injectées avec le
vecteur rAAV-Tau"T (Figure 25). Il faut donc prendre en considération le fait qu’une partie des
neurones contenant la protéine Tau hyperphosphorylée sont déja morts, et donc I'instant t analysé
refléte I'état d’hyperphosphorylation en condition ol la mort neuronale est importante. Par ailleurs,
I’hyperphosphorylation observée dans les souris Trem27" n’est pas significativement différente de

celle observée dans les animaux WT (Figure 23).

De plus, la variabilité interindividuelle, mais aussi les variabilités expérimentales (a savoir I'injection
des différents vecteurs), ont pu induire une expression différente des transgénes en fonction des

animaux.

Par ailleurs, la surexpression de la protéine Tau"" induit une hyperphosphorylation plus intense que
celle observée pour sa forme pro-agrégeante, comme c’est le cas pour le rat, ce qui suggére que ces
deux constructions de Tau pourraient différer en terme de cinétique et d’étendue de la pathologie
(d’Orange et al., 2018). Il a été vérifié chez le rat si ce résultat pouvait étre di a un niveau
d’expression différentiel des deux vecteurs, mais les résultats de quantification du marqueur
histologique spécifique de la protéine Tau humaine, HT7, ne montrent pas de différence d’expression

entre ces deux constructions. Dans notre expérience, cela pourrait aussi étre d(i au changement de

101



conformation de la protéine Tau lorsqu’elle s’agrege, masquant alors |’épitope reconnu par

I"anticorps AT8 ou empéchant sa fixation par encombrement stérique.

Ainsi, notre étude dans le modele rAAV a permis de mettre en évidence la diminution de
I'inflammation médiée par une déficience en TREM2. Nous avons de méme montré, de maniere
indirecte, la toxicité des formes solubles de la protéine Tau dans notre modéle de tauopathie, par
rapport a ses formes agrégées. Cependant, dans ce modele, nous n’avons pas mis en évidence d’effet

de la déficience en TREMZ2 sur la progression de la tauopathie.

A ce point de I'étude, la pertinence du modele de tauopathie initialement choisi pour répondre a la

problématique a été remise en question.

En effet, le choix du modele animal approprié en fonction de la problématique abordée est un point
primordial lors de la mise en place d’un projet. Pour étudier le réle de TREM2 dans le contexte d’un
modeéle de tauopathie, nous avons dans un premier temps fait le choix d’utiliser un modéle par
transfert de gene. Ce modeéle comporte en effet de nombreux avantages. Il permet notamment de
choisir précisément la zone d’expression du transgene et donc d’étudier un effet région dépendant.
Un autre atout majeur est sa rapidité d’obtention. En effet, dans le cas du modéle utilisé dans cette
étude, I'hyperphosphorylation et I'agrégation intraneuronale de Tau sont obtenus dés un mois post-
injection. Cela permet donc d’éviter I'attente de plusieurs mois avant que la pathologie ne se
développe, comme c’est le cas dans beaucoup de modeéles transgéniques. Enfin, cette technique
permet d’induire I'expression du transgéne souhaité dans la multitude de modéles transgéniques
existants. Dans notre cas, cela a permis d'étudier la déficience en TREM2 dans un modeéle de
tauopathie sans avoir a réaliser plusieurs croisements de modeles préalables, ce qui représente
encore une fois un gain de temps considérable, mais s’inscrit aussi dans une volonté de réduction du

nombre d’animaux utilisés.

Cependant, ce que nous avons initialement considéré comme un avantage s’est avéré également
présenter plusieurs inconvénients. Dans le cas présent, dans lequel nous souhaitons étudier une
composante neuroinflammatoire, un des biais majeurs de cette méthode est l'induction d'une
réponse inflammatoire par la procédure en elle-méme. Cette réaction est en partie due a I'injection
du rAAV qui est inflammatoire, mais aussi a I'expression massive du transgene Tau, tres toxique.
Cette expression massive entraine une mort neuronale importante de maniére trés rapide, qui induit
alors la neuroinflammation. Cela a non seulement pour conséquence d’induire une réponse
inflammatoire tres rapide et artificielle au niveau des cellules immunitaires locales, mais pourrait
aussi entrainer le recrutement massif de cellules périphériques telles que les lymphocytes

cytotoxiques ou encore des macrophages provenant de la périphérie.
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Pour évaluer I'éventuel recrutement de cellules immunitaires périphériques, nous avons réalisé une
expérience de greffe de cellules souches hématopoiétiques marquées par la GFP dans des souris que
nous avions par la suite injectées par voie intracérébrale avec nos différents vecteurs rAAV contréles
et Tau. Nous avons alors observé un recrutement massif des monocytes circulants exprimant la GFP
dans le groupe Tau"' par rapport au groupe TauV'+AK280, confirmant la réponse inflammatoire
importante entrainée par 'expression de la protéine Tau"'™ exprimée seule, dans ce modéle (Figure

38).

A 1
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Figure 38 : Contribution des monocytes circulants a la neuroinflammation induite par la tauopathie.

(A) Afin d’étudier I'implication des monocytes périphériques dans la réponse neuroinflammatoire, nous avons utilisé des
souris chimeres générées par irradiation puis transplantation de moelle osseuse de souris transgéniques Csflr-GFP qui
expriment la GFP au niveau de la lignée monocytaire, qui ont ensuite été soumise a notre modéle de tauopathie par
injection intracérébrale des différents vecteurs rAAV. (B) Détection par immunofluorescence des cellules GFP positives.
Nous observons une infiltration importante de monocytes périphériques dans le groupe Tau"T, en comparaison aux
groupes controle et au groupe exprimant la forme agrégée de Tau. Echelle = 100 um.
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Figure 39 : Immunohistochimie CD3 des lymphocytes T.

Une infiltration de lymphocytes T est observée dans les différents groupes exprimant la protéine Tau, en comparaison au
groupe contrdle exprimant la GFP. Echelle = 20 um (gauche) et 100 um (droite).

Nous avons par la suite mis en évidence l'infiltration de lymphocytes T dans notre modeéle rAAV, par
le marquage immunohistochimique CD3, spécifique de cette population de cellules (Figure 39). Ces

résultats confirment le recrutement conséquent de cellules immunitaires circulantes dans ce modeéle.

Pour étudier I'effet de TREM2 dans un modeéle dans lequel I'inflammation est moins aigué, et les
mécanismes de neuroinflammation se mettent en place a une vitesse plus physiologique, nous avons
décidé de choisir un modele plus progressif et moins pro-inflammatoire, le modéle transgénique

THY-Tau22.

b. Effet de la déficience en TREM2 dans le modéle transgénique
de tauopathie THY-Tau22

Du fait de la disponibilité des souris déficientes en TREM2 au laboratoire, ainsi que I'accessibilité
aisée au modeéle THY-Tau22 grace a notre collaboration avec I'équipe de Luc Buée (CNRS UMR 1172,
Lille), nous avons pu réaliser rapidement le croisement pour obtenir les animaux THY-Tau22
déficients en TREM2. De plus, ces souris possédent le méme fond génétique C57BL6-J, facilitant ainsi

I’obtention de doubles transgéniques.

Nous avons donc poursuivi notre étude avec le modele transgénique de tauopathie THY-Tau22, pour
lequel la pathologie Tau débute a partir de 3 mois et qui ne présente une neurodégénerescence qu’a
partir de 12 mois. Ce modéle nous permet de plus d’étudier I'impact de TREM2 en fonction du stade
de la pathologie : de maniére trés précoce, dés I'apparition des premiéeres Iésions a 3 mois, jusqu’a un

stade tardif lors duquel la mort neuronale apparait.
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Une déficience en TREM2 étant associée a une diminution du statut inflammatoire (voir 4.c. Les roles
de TREM2), nous nous étions positionnés pour un réle éventuellement bénéfique de la délétion de
TREM2 dans ce modele. Nous avons donc décidé de réaliser le comportement a un age de 10 mois
(Figure 36 et Figure 37), lorsque les déficits comportementaux sont maximaux et que les souris
controles réalisent encore les différentes taches sans présenter de déficits (Schindowski et al., 2006).
Nos résultats ont montré que la déficience en TREM2 induisait une tendance a la diminution de
I"anxiété des souris THY-Tau22, mais ne produisait pas d’amélioration de la mémoire spatiale ni de la
reconnaissance d’objet. Ces effets ne sont pas retrouvés pour les souris déficientes en TREM?2
n’exprimant pas le transgene de Tau, en comparaison a des souris WT (Figure 36), confirmant que la

déficience en TREM2 seule n’a pas d’effet sur les tests comportementaux que nous avons réalisés.

A linverse, le design expérimental que nous avons mis en ceuvre ne nous aurait pas permis de
mettre en évidence une aggravation du phénotype des souris THY-Tau 22 déficientes en TREM2 (qui
correspondrait donc a un effet bénéfique de TREM2). Plusieurs mécanismes pourraient étre a
I’origine d’un tel effet bénéfique. TREM2 pourrait par exemple étre impliqué dans la phagocytose des
synapses pathologiques. Nous avons donc décidé de réaliser de nouveaux ces tests
comportementaux sur une nouvelle cohorte de souris agées de 5 mois, un age pour lequel les souris
THY-Tau22 ne présentent pas encore de déficits comportementaux notables (Schindowski et al.,
2006). Par ailleurs, I'article publié par Kang et coll. rapporte le comportement de souris déficientes
en TREM2 a un age de 6 mois, avec une batterie de test (test du champs ouvert, labyrinthe en croix
surélevé, 3-chambered social interaction, test du conditionnement a la peur) afin d’évaluer I'anxiété,
la locomotion, la sociabilité et la cognition (Kang et al., 2018). Aucune différence entre les souris WT
et déficientes en TREM2 n’a été retrouvée a part le comportement de « rearing » lorsque I'animal se
tient uniquement sur ses pattes arrieres. De méme, aucune différence entre male et femelle n’a été
mise en évidence. A 3 mois, il a été montré dans une autre étude que les souris déficientes en TREM?2
présentaient un déficit de sociabilité (Filipello et al., 2018). Il est a considérer que la souche de souris
de ces deux études est différente : la souche Velocigéne dans la premiéere, sujette a controverse (voir
4.d TREM2 : un facteur de risque pour la MA), et la souche du laboratoire de Marco Colonna dans la
deuxieme, qui est la souche également utilisée dans notre étude. Dans notre cohorte contréle a 10
mois, nous ne retrouvons pas de déficit pour les souris déficientes en TREM2, tant en terme de
locomotion, d’anxiété que de mémoire spatiale et de reconnaissance d’objet. Il faut cependant noter
que les souris déficientes en TREM2 manifestent tout au long de leur vie des comportements
agressifs, qui ont pu étre observés vis-a-vis de leurs compagnons de portée WT, notamment par des
blessures, nécessitant parfois de séparer ces individus. Ces observations corroborent donc les

résultats de Fabia Filipello suggérant un défaut de sociabilité de cette souche transgénique.
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Cependant, nous n’avons pas objectivé ce comportement que ce soit avec un test quantitatif ou

qualitatif.

En attendant le vieillissement de la cohorte d’animaux dédiée aux études comportementales a un
stade avancé de la pathologie, nous avons en parallele réalisé différentes expériences afin d’évaluer
la réponse inflammatoire et la pathologie Tau, et ce a différents stades de la pathologie : 3, 6 et 12

mois.

Nous avons dans un premier temps exploré la réponse neuroinflammatoire. Pour cela, nous avons
réalisé des études immunohistologiques avec le marqueur microglial Ibal et le marqueur astrocytaire
GFAP (Figure 26 A et B, Figure 27 A et B, Figure 28 A et B). Avec les techniques de quantification
utilisées, nous n’avons pas mis en évidence de différence significative entre les souris THY-Tau22
déficientes ou non en TREM2, quel que soit I'age considéré. Nous avons par ailleurs voulu évaluer
I'impact de cette déficience sur le nombre de cellules microgliales, avec le marqueur nucléaire PU.1,
qui est un facteur de transcription exprimé par les macrophages périphériques et la microglie (Figure
27 B, Figure 28 E). De méme que pour lbal et GFAP, nous ne retrouvons pas de différence
significative pour ce parametre entre les souris déficientes ou non en TREM2. Ce résultat est en
concordance avec I'étude de Bemiller qui ne montre pas de différence dans le nombre de cellules
positives pour lbal (Bemiller et al.,, 2017). Il a été montré récemment, dans un contexte de
vieillissement physiologique, que la déficience en TREM2 diminue le nombre de cellules microgliales
hippocampiques dans des souris dgées de 3 et 24 mois, mais non a 12 mois (Linnartz-Gerlach et al.,
2019), ce qui pourrait suggérer que les temps étudiés dans notre étude ne permettent pas de
montrer cette différence. A I'inverse, dans des modéles amyloides, la déficience en TREM2 induit une
diminution du nombre de cellules microgliales, et plus précisément du recrutement de la microglie
au niveau des plaques (Jay et al., 2017; Y. Wang et al., 2016). Il pourrait donc étre intéressant dans
notre étude de se concentrer sur I'étude de la microglie a proximité des neurones présentant une

pathologie Tau, et non pas dans I’'ensemble du CA1.

Cela ne nous a pas permis de mettre en évidence de différences significative, notamment entre les
groupes exprimant ou non le transgene Tau, pour des parametres parfois déja étudié dans la
littérature et impactés significativement par I'expression du transgene, c’est le cas notamment des
marqueurs d’inflammation tels que lbal et GFAP. Notamment, il a été montré une augmentation de
CD11b, un marqueur microglial, et GFAP, dans les souris THY-Tau22 dés 3 mois (Laurent et al., 2017) :
certains parametres seraient probablement sortis significativement avec un autre design,
notamment en regroupant les souris déficientes ou non en TREM2. La méthode de quantification des

immunomarquages sur coupes histologiques par évaluation de la fluorescence moyenne pourrait
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aussi expliquer les différences relativement faibles entre les groupes. Différents facteurs, comme
I’échelle dynamique de la caméra, le bruit de fond d{ aux anticorps utilisés, ou I'autofluorescence
naturelle des tissus, pourraient concourir au manque de sensibilité de cette technique pour détecter
des différences discretes entre les groupes. Il serait intéressant d’utiliser des méthodes alternatives
pour analyser I'expression des marqueurs Ibal et GFAP, comme par exemple une analyse
morphologique des cellules. Les études de TREM2 relatives a la MA et les tauopathies s’appuient
d’ailleurs principalement sur la morphologie des cellules microgliales pour mettre en évidence une
déficience d’inflammation dans les souris n’exprimant pas TREM2 (Bemiller et al., 2017; Filipello et
al., 2018). Ce type d’analyse est en cours sur nos échantillons, pour chacun de ces types cellulaires,
microglie et astrocytes, par une analyse de Sholl réalisée sur des acquisitions confocales au niveau de
la couche CA1 de I'hippocampe. Une autre technique, appelée MIC-MAC, a été développée
récemment afin de permettre I'analyse morphologique semi-automatique de la microglie et plus
généralement des cellules immunitaires (Salamanca et al., 2019). Cependant, un point a prendre en
considération est I'épaisseur des coupes que nous avons réalisées. En effet, la microglie occupe dans
I’"hippocampe un domaine de 15 a 30 um. Ainsi avec des coupes d’une épaisseur de 30 um, le risque
est d’analyser des cellules qui ne sont pas entiéres. De plus, si le volume occupé par les cellules est
différent entre les groupes, cela pourrait biaiser I'analyse dans le cas ou les cellules seraient coupées

seulement dans certains groupes et non dans les autres.

De maniere a évaluer plus en détail I'activation microgliale dans les différents groupes, nous avons
ensuite quantifié par RT-gPCR I'expression de génes liés a I'inflammation (Figure 29, Figure 30, Figure
31). C’'est a 12 mois que nous retrouvons, de maniére peu surprenante, le plus de différence entre les
souris déficientes ou non en TREM2, notamment une diminution de I'expression de CD68, marqueur
de phagocytose, de TGF8, une cytokine neuroprotectrice (Tesseur and Wyss-Coray, 2006) et de
Tmem119, marqueur spécifique de la microglie (Bennett et al., 2016). La diminution de ces facteurs
pourrait alors avoir un effet délétere sur la pathologie, comme nous I'avons montré au temps 12

mois.

Nous avons par la suite voulu déterminer si la déficience en TREM2 induisait une augmentation ou
une diminution de la pathologie Tau (Figure 32, Figure 33, Figure 34). Aux temps 3 et 6 mois (Figure
32, Figure 33), nous n’avons pas montré de différence d’hyperphosphorylation ou d’agrégation de
Tau entre les souris déficientes ou non en TREM2, dans le modele THY-Tau22. En revanche, a 12
mois, les souris THY-Tau22 déficientes en TREM2 présentent une hyperphosphorylation de Tau sur
les sites pathologiques pS202 et pT205 ainsi qu’une agrégation de Tau (mise en évidence par le
marqueur AT100 et la coloration de Gallyas) plus importante que les souris contréles (Figure 34). Cela

pourrait étre di notamment a un défaut de phagocytose des neurones ayant dégénérés. Ces
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résultats sont en accord avec ceux de I'étude de Bemiller et coll., réalisée dans le modele hTau a 6
mois (Bemiller et al., 2017). En revanche, nous ne retrouvons pas de phosphorylation plus
importante de Tau au niveau du site pSer422 pour les souris déficientes en TREM?2 par rapport a leur
controle. Ainsi, ces résultats pourraient expliquer nos données comportementales : la déficience en
TREM2 a un effet délétere, qui n’a pas pu étre mise en évidence avec le design expérimental que
nous avons utilisé pour I'étude comportementale. Cela confirme donc I'importance de réaliser cette
étude a un temps plus précoce, 5 mois par exemple, pour détecter une éventuelle accélération du
phénotype pour les souris déficientes en TREM2, a un age pour lequel nous n’observons
normalement pas encore de déficit comportemental. Cette étude comportementale est
actuellement en cours de réalisation au laboratoire. Nous pourrions aussi envisager d’utiliser
d’autres tests de comportement qui ne comporteraient pas de « valeur plancher » par exemple avec
des tests de sociabilité. Cependant, il n’existe pas a ma connaissance de tests permettant d’évaluer

les déficits cognitifs principaux retrouvés dans la MA, et sans « valeur plancher ».

Il a par ailleurs été montré récemment qu’une perte partielle ou compléete de Trem2 entrainaient un
effet différentiel sur la pathologie (Sayed et al., 2018). Il est rapporté dans cette étude une protection
vis-a-vis de I'activation microgliale et de I'atrophie cérébrale chez les animaux invalidés pour Trem2
de maniére homozygote, alors que les animaux hétérozygotes montrent une augmentation de
I’expression de marqueurs pro-inflammatoires et une exacerbation de I'atrophie cérébrale a des
stades avancés de la pathologie. Cela pourrait en partie étre di a un effet compensatoire dans les
souris n’exprimant plus TREM2, ou encore a un effet différentiel sur la modulation de I'inflammation
entre les souris homo et hétérozygotes. Les polymorphismes de TREM2 impliqués dans la MA étant
en grande majorité présents a I'état hétérozygote chez les patients (a notre connaissance, seul un cas
homozygote du polymorphisme R47H a été rapporté (Slattery et al., 2014)), une étude avec des
souris hétérozygotes serait donc plus pertinente au regard de la pathologie humaine et pourrait nous
apporter des informations complémentaires quant au réle de TREM2 dans le développement de la
MA. Dans le cadre de notre étude, nous n’avons pas réalisé ces expériences, d’une part pour des
raisons pratiques. En effet, I'entretien d’une lignée a I'état hétérozygote nécessite d’élever un
nombre trés important de souris. Cela ajoute de plus des groupes a notre étude, affaiblissant ainsi la
puissance des tests statistiques employés. Par ailleurs, lorsque nous avons entrepris cette étude, cet
article n’était pas encore publié et nous ne nous attendions pas a observer un phénotype pour les
souris hétérozygotes pour Trem2, un géne dont les mutations sont récessives, comme c’est le cas

pour la maladie de Nasu-Hakola.

Un autre point important dans le cadre de la réponse microgliale est I'effet du sexe dans notre étude.

La composante du sexe dans la recherche en général, et dans le contexte des maladies liées a la
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neuroinflammation en particulier, est, a juste titre, de plus en plus prise en considération. De
nombreuses études ont montré que les femmes présentaient un risque plus important de
développer la MA (pour revue, Ferretti et al., 2018), avec une différence liée au sexe plus marqué
pour la pathologie Tau que amyloide (Oveisgharan et al.,, 2018), les causes restant cependant
débattues. Dans notre étude, nous n’avons pas trouvé de différence significative pour la pathologie
Tau entre les males et les femelles, au temps 12 mois. Seule une différence est observée dans
I’expression de certains génes tels que CD68, TGFB ou encore AIF1. Il serait cependant intéressant de
vérifier un éventuel dimorphisme sexuel sur le comportement de ces animaux, au-dela d’une
différence de pathologie au niveau histologique. Dans le cadre de notre étude, nous n’avons pas pu
réaliser cette étude comportementale pour des raisons techniques, car il n’était pas possible en
raison du nombre de souris de réaliser les études comportementales a la fois sur les souris males et
les souris femelles. Nous aurions pu dans ce cas envisager de réaliser ces expériences sur plusieurs

cohortes randomisées, dont nous aurions par la suite rassemblé les résultats.

Nous pouvons aussi noter que TREM2 n’a, a ce jour, pas été montré comme facteur de risque des
tauopathies autres que la MA. Nous pouvons donc penser que le peptide B-amyloide joue un role
majeur dans l'implication de TREM2 et de la MA, plus en amont de la cascade pathologique qui

déclenche la tauopathie dans la MA.

2. Perspectives

a. Quels sont les mécanismes mis en jeu ?

Notre étude nous a permis de mettre en évidence une augmentation de la pathologie Tau
uniquement a 12 mois dans le modéle THY-Tau22. Deux mécanismes principaux pourraient expliquer

ce phénomene.

D’une part, la déficience en TREM2 pourrait conduire a une augmentation de la pathologie per se.
Cela mettrait alors en jeu des mécanismes cellulaires extrinseques a la microglie. Nous pourrions
notamment imaginer une modification du métabolisme des neurones par un effet direct ou non de la
microglie déficiente en TREM2. Notamment, cela pourrait entrainer une rupture de I'équilibre entre
les kinases et les phosphatases de Tau, conduisant a |’hyperphosphorylation de Tau et ses
conséquences sur ’homéostasie neuronale. Il a en effet été montré que dans le modéle hTau, une
déficience en TREM2 entraine une dérégulation des voies JNK et ERK dés 3 mois, et GSK3-f a 6 mois
(Bemiller et al., 2017), kinases qui sont directement liées a I’hyperphosphorylation de Tau (Jayapalan
and Natarajan, 2013; Ploia et al., 2011; Qi et al., 2016). |l reste maintenant a tester cette hypothése

dans le modele THY-Tau22. Pour cela, nous pourrions, a l'instar de I'étude réalisée par Bemiller et
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coll., évaluer I'état d’activation des voies INK et ERK par des expériences de western blot, en utilisant
des anticorps spécifiques des sites de phosphorylation permettant I'activation de ces protéines. Dans
le cas ol ce mécanisme serait impliqué, l'utilisation d’agents pharmacologiques bloquant ces
différentes voies de phosphorylation permettrait de valider cette hypothése et éventuellement

d’identifier de nouvelles pistes thérapeutiques.

Une autre explication relativement évidente serait que la déficience en TREM2 pourrait diminuer la
clairance des lésions qui surviendrait apres la mort neuronale. En effet, il a été montré que TREM2
est impliqué dans le phénomene de phagocytose et qu’une déficience en TREM2 entraine alors une
diminution de la phagocytose (voir 4.c Les fonctions de TREM2). Cela a été largement mis en
évidence dans le contexte amyloide et il serait intéressant de I'étudier dans le contexte de la
tauopathie, par exemple par des études in vitro de culture primaire de microglie déficientes en
TREM2 mises en présence de protéines Tau taguées. La difficulté de réaliser des cultures primaires de
microglie reste un point bloquant pour mener ce type d’études. En effet, la plupart des protocoles
actuellement disponibles aboutissent a des cellules microgliales ayant un phénotype et un profil
transcriptomique relativement différent de la microglie in vivo (Bohlen et al., 2017). Une revue
récente expose en détail les différents modes d’étude de la microglie in vitro, ainsi que leur limitation
(Timmerman et al., 2018). Actuellement le modele le plus largement accepté est la microglie dérivée
de cellules souches pluripotentes de patients, ou Induced Pluripotent Stem Cell (iPSC), cependant
c'est une technologie difficile a mettre en place et a maitriser. Une nouvelle méthode simplifiée,
développée par I'équipe de Mathew Blurton-Jones, est désormais accessible (McQuade et al., 2018),
et a été validée par une étude transcriptomique de RNA-seq et des tests fonctionnels. Cette
méthode, qui nécessite a priori une moindre expertise des cellules souches, pourrait alors étre mise
en place au sein de notre laboratoire. Ces cellules pourraient nous permettre d’évaluer la recapture
différentielle de la protéine Tau, en fonction de I'expression ou non de TREMZ2, ou bien de TREM?2
présentant les différents polymorphismes retrouvés chez les patients. Une étude similaire, réalisée
avec une autre technique de différenciation de microglie humaine, a notamment permis de mettre
en évidence que le polymorphisme T66M ne provoquait pas de défaut de phagocytose (Brownjohn et

al., 2018).

Nous pourrions aussi envisager d’étudier |'éventuelle phagocytose de Tau in vivo, par des
expériences 3-photons. Ces expériences pourraient nous permettre de visualiser la phagocytose
différentielle de neurones positifs pour Tau, par des cellules microgliales déficientes ou non en
TREM2. Pour cela, nous pourrions utiliser des souris double transgénique Cx3crl1-GFP déficientes en
TREM2, dont les cellules phagocytaires mononucléaires expriment la GFP grace au promoteur

spécifique Cx3crl. Ces souris seraient alors injectées avec des rAAV-Tau, permettant |’expression de
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la protéine Tau taguée, par exemple avec la TdTomato. Il est en effet maintenant possible de réaliser
des expériences 3-photons avec deux longueurs d’onde différentes (Guesmi et al., 2018). Cependant,
cette technologie n’est accessible que pour des couches peu profondes du parenchyme, a moins de
un millimétre de la surface, et donc ne permettrait pas d’imager une structure plus profonde telle

que I"hippocampe.

Par ailleurs, notre étude s’est concentrée principalement sur la premiére population cellulaire
impactée par la déficience en TREM2, puisqu’étant la principale population a exprimer Trem2 dans le
cerveau : la microglie. Ces études méritent d’étre approfondies, comme précisé précédemment,

notamment par des études morphologiques de la microglie.

Cependant, les cellules microgliales ne sont pas les seules cellules gliales du cerveau, et nous
pourrions considérer que les autres populations cellulaires jouent elles aussi un réle important dans
le développement de la pathologie, dans un contexte de déficience en TREM2. Parmi ces cellules,
nous avons commencé a étudier le role des astrocytes, au temps 12 mois, et les études au temps 3 et
6 mois sont en cours de réalisation. En effet, il est maintenant acquis qu’il existe un dialogue entre
les astrocytes et la microglie, dialogue qui a été notamment mis en évidence par I'équipe de Ben
Barres (Liddelow et al.,, 2017). Dans cet article, Liddelow et coll. montrent qu’un sous-type
d’astrocytes réactifs, qu’ils appellent Al, est induit par la microglie activée, par la sécrétion de
différentes cytokines pro-inflammatoires telles que TNF ou I'lL1-a. Il parait donc incomplet de

considérer ces deux populations indépendamment I'une de I'autre.

Par ailleurs, comme abordé dans I'introduction, il n’est pas complétement acquis que les phagocytes
mononucléaires que nous avons étudiés dans le parenchyme cérébral soient d’origine locale ou
circulante. Pour étudier cette hypothése, nous avions lors de ma thése commencé a travailler sur un
modele de greffe de cellules souches hématopoiétiques taguées par la GFP dans des souris que nous
avions par la suite injectées en intracérébral avec nos différents vecteurs rAAV-Tau afin de
déclencher une tauopathie (Figure 38). Pour différentes raisons techniques, nous avons décidé de ne
pas continuer ces expériences. Notamment, nous n’avions pas la possibilité de protéger le cerveau
lors de l'irradiation destinée a mettre les animaux en aplasie avant la greffe de cellules souches
hématopoiétiques. Une absence de protection du crane induit une rupture transitoire de la BHE. Il a
d’ailleurs été montré qu’une protection de la téte lors de I'irradiation entraine une absence de greffe
des cellules souches périphériques (Mildner et al., 2011). Cette méme étude a également montré
gu’a long terme, l'irradiation provoque des changements transcriptomique de la microglie. Notre
expérience pourrait donc étre refaite avec par exemple un systeme de casque en plomb. De plus,

d’autres raisons pratiques comme la lourdeur de ces expériences, ou encore la disponibilité de
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I'irradiateur nous ont poussés a ne pas poursuivre dans cette voie. Cependant, les résultats
préliminaires ont montré une infiltration massive de cellules circulantes au niveau de la zone
d’injection, pour les vecteurs exprimant la forme la plus inflammatoire de Tau, a savoir la forme WT,
tandis que la forme agrégée entrainait une infiltration moindre (Figure 38). Depuis, la spécificité de
I’expression par la microglie du récepteur Tmem119 a été mise en évidence (Bennett et al., 2016). Il
serait donc intéressant de réaliser un co-marquage d’lbal, qui est exprimé a la fois par les cellules
microgliales et les monocytes circulants, avec Tmem119, afin de mettre en évidence une éventuelle
infiltration de monocytes périphériques dans le modele THY-Tau22, et d’évaluer si la déficience en
TREM?2 influe sur cette infiltration (illustration du marquage Tmem119 : Figure 40). L'utilisation de ce

marqueur pourrait alors remplacer les expériences de greffes.

TMEM119

TMEM119 +Auto |ba 1 ba1 DAPI

Figure 40 : Reconstruction confocale de 'immunomarquage Tmem119 associé au marquage Ibal.

Colocalisation de la protéine Tmem119 avec Ibal a partir de tissus d’un individu de 51 ans ne présentant pas de pathologie.
Echelle =30 um. D’apres Bennett et al., 2016

Enfin, il a été rapporté une infiltration de lymphocytes T CD8+ dans notre modele d’étude THY-Tau22
(Laurent et al., 2017). En utilisant un anticorps anti-CD3 pour dépléter les lymphocytes T, les auteurs
de cette étude ont mis en évidence une amélioration des déficits cognitifs, sans que cela n‘impacte la
pathologie Tau avec les marqueurs utilisés. Dans le cadre de notre étude, nous avons réalisé un
marquage CD3 préliminaire qui confirme l'infiltration de cellules lymphocytaires T dans le modele
THY-Tau22 (Figure 41). Une étude comparative de l'infiltration de ces cellules en fonction de
I'expression ou non de TREM2 nous permettrait de savoir si ces cellules sont-elles-aussi

éventuellement impliquées.
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Figure 41 : Immunohistochimie CD3 des lymphocytes T dans les souris THY-Tau22.

Des cellules lymphocytaires T, mises en évidences par I'expression du récepteur CD3, sont observées au niveau de
I’"hippocampe des souris THY-Tau22. Echelle = 50 um.

Ainsi, les résultats présentés dans ce manuscrit, et plus généralement la littérature, ne permettent
pas encore d’apporter de réponse claire quant aux mécanismes exacts mis en jeu et méritent d’étre
approfondis. Pour cela, deux pistes majeures seraient a étudier : une augmentation de la pathologie,
ou bien une diminution de la clairance des lésions. Nous pourrions, pour la premiere hypotheése,
étudier I'effet de cette déficience sur différentes voies de phosphorylation de Tau et pour la seconde
hypothése, étudier I'effet de la déficience en TREM2 sur la phagocytose des neurones présentant une
pathologie Tau, a la fois par des expériences in vitro de culture cellulaire ou in vivo grace a la

technique d’imagerie 3-photons.

b. Impact de TREM2 sur la propagation de Tau

Dans la MA, la pathologie Tau suit une progression spatio-temporelle bien définie, qui constitue les
stades de Braak, et qui corréle avec le déclin clinique observé chez les patients (Braak and Braak,
1991). Les inclusions neuronales de Tau apparaissent en effet dans un premier temps dans le cortex
transentorhinal, pour atteindre ensuite la formation hippocampique et le néocortex. Ainsi, la
protéine Tau se propage de région a région anatomiquement connectées. Des données provenant de
modeéles animaux de tauopathie confirment I’hypothese selon laquelle la protéine Tau se propage de
maniére trans-synaptique (Calignon, 2012; Clavaguera et al., 2009; Sanders et al., 2014). Mieux
comprendre les mécanismes de propagation de la protéine Tau nous permettrait a terme de pouvoir
développer des approches thérapeutiques afin de limiter cette propagation, et donc potentiellement

le déclin cognitif des patients.
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Il a été montré dans une étude de 2015 que la microglie participe a la propagation de Tau via sa
phagocytose (Asai et al., 2015)(voir 3.b La neuroinflammation microgliale est-elle bénéfique ou
délétere). Pour rappel, cette étude montre que I’élimination de la microglie entraine un arrét de la
propagation de Tau, dans un modele de propagation par injection de rAAV-Tau dans le cortex
entorhinal médian. De plus, dans cette méme étude, I'inhibition de la synthése d’exosomes dans une
culture primaire de microglie entraine une réduction de la transmission de Tau de la microglie aux
neurones. Qu’en est-il de la participation de TREM2 a ce phénomene ? TREM2 étant impliqué dans
les mécanismes de phagocytose de la microglie, il se pourrait que ce récepteur participe de méme a

la phagocytose de Tau.

Il existe actuellement différents modeles cellulaires pour étudier la propagation des especes
pathologiques de la protéine Tau. Le modele inductible Tet-on de neuroblastome murin N2a, permet
I’expression du domaine de répétition R de la protéine Tau, co-exprimé avec sa forme totale
comportant ou non la mutation AK280, lorsque les cellules sont exposées a la doxycycline
(Khlistunova et al., 2006). Un autre modeéle développé par I'équipe de Marc Diamond (Houston,
Texas), a permis de montrer que différentes souches de Tau entrainent différents schémas de
pathologies (Sanders et al., 2014). Par ailleurs, la mise en place de systemes de cultures primaires en
chambres microfluidiques a permis d’étudier les mécanismes de propagation de la protéine Tau.
Notamment, ces systémes ont permis de mettre en évidence le transfert in vitro d’une construction
particuliére de la protéine Tau WT comportant un tag V5 (Dujardin et al., 2014). De méme, le modéle
développé par Wang et coll. (Wang et al., 2017) a permis de mettre en évidence la propagation trans-
neuronale de la protéine Tau par les exosomes, via la connectivité synaptique. Les cultures de
neurones dérivés de cellules souches pluripotentes de patients, ou Induced Pluripotent Stem Cell
derived neurons (IPSC-neurons) permettent d’étre au plus proche de la physiopathologie de maladie,
d’autant plus lorsque ces cellules sont étudiées dans des systémes 3D de culture cellulaire, pour
lequel les cellules sont inclues dans un milieu a base de Matrigel, ou bien encore des systémes de
type organoides (Choi et al., 2016). En effet, ces systemes permettent de réaliser des co-cultures a
partir des différents acteurs cellulaires, et donc de se rapprocher au mieux de I'environnement du

cerveau humain.

Pour tester I'impact de TREM2 sur la propagation de la protéine Tau, nous avons débuté des
expériences de microfluidique en collaboration avec Jean-Michel Peyrin (IBPS, UMR 8246). Nous
avons pour cela utilisé une puce microfluidique a deux chambres, contenant respectivement des
neurones pré et post-synaptiques. Les neurones du compartiment pré-synaptique sont infectés avec
nos différents vecteurs viraux, permettant ainsi d’étudier une éventuelle propagation de la protéine

Tau des neurones du compartiment pré-synaptique au compartiment post-synaptique (Figure 42).
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Pour cela, nous avons dans un premier temps sélectionné le sérotype qui infectait le mieux les
neurones murins en culture primaire, a savoir le sérotype 6, qui présente par ailleurs I'avantage de
ne pas présenter de transport antérograde, contrairement au sérotype 8 utilisé pour nos expériences

in vivo présentées dans ce manuscrit.

Infection avec AAV-Tau
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Figure 42 : Systeme de culture neuronale sur puce microfluidique.

Ce systéeme est constitué de deux compartiments (le compartiment central étant obsoléte dans notre étude): un
compartiment pré-synaptique et un compartiment post-synaptique, reliés par des microcanaux permettant le passage seul
des axones et empéchant le passage des corps cellulaires. L’'infection du premier compartiment avec les rAAV-Tau nous
permet d’observer une éventuelle propagation trans-synaptique de la protéine Tau au niveau du second compartiment.

Pour étudier les mécanismes de propagation, il serait de méme intéressant de tirer parti des
systemes d’insert en co-culture cellulaire, permettant de vérifier si le transfert éventuel de la
protéine Tau du neurone a la microglie nécessite ou non un contact direct. De méme, nous pourrions
analyser le milieu de culture, notamment pour étudier I’éventuelle contribution des exosomes dans

la propagation de Tau entre neurone et microglie.

Nous avons par ailleurs voulu étudier I’éventuel influence de TREM2 sur la propagation de la protéine
Tau in vivo. Pour cela, nous avons essayé de reproduire le modele créé par Asai et coll. en 2015 (Asai
et al., 2015). Ce modele consiste en I'injection de vecteurs viraux rAAV permettant I'expression de la
protéine Tau dans le cortex entorhinal de souris, et aboutissant a la propagation de la protéine Tau
au niveau de la couche granulaire du gyrus denté (Figure 43). L'objectif final serait d’injecter nos
différents rAAV exprimant Tau dans le cortex enthorinal de souris déficientes ou non en TREM2 et de
vérifier une éventuelle différence de propagation de la protéine Tau en fonction du groupe.
Cependant, nous n’avons pour le moment pas réussi a reproduire ce modele dans notre laboratoire.
En effet, malgré I'ajustement des coordonnées, nous retrouvons bien une expression de la protéine
Tau au niveau de la voie perforante, qui est la voie ciblée, et qui permet la projection des neurones

du cortex entorhinal médian vers les neurones de la couche granulaire du gyrus denté. Cependant, a
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un mois post-injection, nous n’observons pas de propagation de la protéine de la couche moléculaire

jusqu’aux corps neuronaux de la couche granulaire du gyrus denté.

Hippocampus Entorhinal cortex

Medial

Dy

Perforant path
to dentate gyrus
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Dentate
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i

Figure 43 : Voie perforante projetant du cortex entorhinal median a la couche moléculaire du gyrus denté.

Les dendrites des neurones de la couche granulaire du gyrus denté font synapses avec les fibres afférantes constituant la
voie perforante. Adapté de Neves et al., 2008.

Nous avons, au cours de ma these, exploré plusieurs pistes pour étudier le phénomeéne de
propagation, in vitro avec les expériences de microfluidique, et in vivo, avec les expériences
d’injection dans le cortex entorhinal médian. Les expériences in vitro ont la particularité de
permettre une étude plus mécanistique. Cependant, les études in vivo permettent d’étudier Ila
propagation de Tau dans un contexte plus intégré, dans lequel tous les acteurs cellulaires peuvent
jouer leur réle. Ces deux approches différentes sont donc complémentaires. L'étude de Ia

propagation de Tau fait actuellement I'objet d’une thése au laboratoire, dans un contexte in vivo.
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Conclusion

L'immunité innée est aujourd’hui reconnue comme ayant une importance capitale dans la
progression de la MA. La microglie est I'un des acteurs majeurs de I'immunité innée dans le SNC. Des
études pangénomiques récentes ont identifié le gene microglial TREM2, et plus particulierement
certains de ses polymorphismes, comme étant des facteurs de risques pour la MA. Cependant, le
role exact de TREM2 dans le développement de la MA et en particulier de sa composante
tauopathique est a ce jour encore débattu. Notre étude a permis de mettre en évidence I'effet
protecteur de TREM2 dans le modeéle transgénique de tauopathie THY-Tau22, uniquement a un age
tardif. Cet effet protecteur est maintenant a valider d’'un point de vue comportemental, a un age
précoce pour lequel les déficits ne sont pas encore observables pour les souris THY-Tau22 non
déficientes en TREM2. De plus, des études complémentaires, notamment par culture cellulaire, nous
permettraient d’étudier plus en détail les mécanismes sous-jacents, a savoir une augmentation de la
pathologie per se, ou une diminution de la clairance des Iésions, et étudier I'éventuel réle de TREM2

dans la propagation de la protéine Tau.

Mieux comprendre le réle de TREM2 durant le développement de la MA permettrait ainsi d’éclaircir
nos connaissances sur le réle de I'immunité innée dans la MA et donc de développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour contrer cette pathologie qui est devenue un enjeu majeur a tout

point de vue dans nos sociétés vieillissantes.
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Abstract Over the past few decades, research on Alzhei-
mer’s disease (AD) has focused on pathomechanisms
linked to two of the major pathological hallmarks of
extracellular deposition of beta-amyloid peptides and intra-
neuronal formation of neurofibrils. Recently, a third dis-
ease component, the neuroinflammatory reaction mediated
by cerebral innate immune cells, has entered the spotlight,
prompted by findings from genetic, pre-clinical, and clin-
ical studies. Various proteins that arise during
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neurodegeneration, including beta-amyloid, tau, heat shock
proteins, and chromogranin, among others, act as danger-
associated molecular patterns, that—upon engagement of
pattern recognition receptors—induce inflammatory sig-
naling pathways and ultimately lead to the production and
release of immune mediators. These may have beneficial
effects but ultimately compromise neuronal function and
cause cell death. The current review, assembled by par-
ticipants of the Chiclana Summer School on
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Neuroinflammation 2016, provides an overview of our
current understanding of AD-related immune processes.
We describe the principal cellular and molecular players in
inflammation as they pertain to AD, examine modifying
factors, and discuss potential future therapeutic targets.

Key Points

Neuroinflammation plays an important part in the
pathogenesis of Alzheimer’s disease (AD), with both
positive and negative consequences.

Induction of inflammatory signaling pathways leads
to the production and release of immune mediators,
which ultimately compromises neuronal function
and causes cell death.

Anti-inflammatory therapeutic approaches to modify
AD progression are the basis for ongoing and future
therapeutic trials in this area.

1 Introduction

Dementias and related diseases of cognitive decline pose
an enormous and growing disease burden on our societies
and health economies. According to the most recent World
Health Organization (WHO) global disease burden report
[1], deaths from neurological diseases have risen by 114%
over the past 20 years to 1.2 million in 2010. The increase
is largely driven by neurodegenerative diseases such as
Alzheimer’s disease (AD) and Parkinson’s disease and by
an aging population in general. Not surprisingly, the
development of strategies to curb this frightening surge is a
high priority for life science research. The responsible
allocation of these resources requires the identification of
valid therapeutic targets. The immune system is particu-
larly alluring in this regard.

How the immune system and peripheral infections
contribute to cognitive decline remains incompletely
understood, but the past 15 years have established a key
role for inflammation in the progression of age-related
neurodegeneration. The immune privilege of the brain is
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clearly not absolute, and cells of the central nervous system
(CNS) are sensitive to inflammatory events occurring both
within and outside of the brain.

We summarize the current state of neuroinflammation
research from cellular to molecular mechanisms, as they
pertain to the pathogenesis of AD. Further, we outline
leverage points for preventive strategies and therapeutic
approaches to stem the daunting surge in dementia diseases
facing our society.

2 Cellular Players
2.1 Microglia

Microglia are the principal innate immune cells in the
brain, and they are often considered the macrophages of the
CNS. Recent studies have shed light on their origin from
erythromyeloid progenitors from the yolk sac [2, 3], which
migrate into the brain at embryonic day 7.5 where they
further differentiate into microglial cells [2]. Microglia
exhibit the capacity of self-renewal within the brain [4, 5],
likely arising from a newly identified progenitor [6].
Microglia continuously survey their microenvironment and
monitor ongoing synaptic activity, including synapse
remodeling, debris clearance, and trophic support for
neurons. In addition, they drive a major part of the innate
immune response. Microglia react to pathological triggers
via pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) or
danger-associated molecular patterns (DAMPs) [7-9].
Microglia are also phagocytic cells and can ingest
amyloid B (AP) through a range of cell surface receptors,
including cluster of differentiation (CD)-14, toll-like
receptor (TLR)-2, TLR4, a6B1 integrin, CD47, and scav-
enger receptors, such as CD36 [10-13]. It has been sug-
gested that, in AD, a key factor in the accumulation of A}
throughout the brain is the failure of microglia to remove
extracellular amyloid [14-16]. Indeed, in cortical tissue
specimens from patients with AD, the microglia sur-
rounding plaques are impaired at AP uptake [15, 17, 18].
Newly developed positron emission tomography (PET)
techniques employ radio ligands to detect activated
microglia in vivo [19-21]. Many tracers target the 18 kDa
translocator protein (TSPO) [19], an outer mitochondrial
membrane protein present in microglia, which is upregu-
lated during activation [22-24]. The ''C-PK11195 ligand
was the first prototypical TSPO ligand, although second-
generation tracers have been developed more recently with
improved signal-to-noise ratios [25]. However, a common
polymorphism significantly influences the binding affinity
of these new compounds [26], thus making genetic
screening a necessary step for accurate quantification [27].
TSPO upregulation has been described in prodromal AD
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and in manifest AD dementia, using both ''C-PK11195
[28-31] and second-generation tracers [32-36] in regions
known to be affected by AD pathology and beyond. Mixed
evidence has emerged regarding the relationship between
in vivo microglial activation and AP plaque burden
[29, 31, 32, 37, 38].

2.2 Astrocytes

Under pathological conditions, astrocytes exhibit morpho-
logical changes, including hypertrophy and upregulation of
glial fibrillary acidic protein (GFAP). Astrocytes can detect
aggregated proteins such as A or respond to inflammatory
molecules (e.g., cytokines, chemokines, see below).
Indeed, significant astrocyte reactivity has been reported in
sporadic [39—41] and familial AD [42]. Similar to micro-
glia, reactive astrocytes can polarize their processes around
amyloid plaques and are capable of amyloid plaque
degradation [43, 44]. Altered calcium signaling [45],
impaired glutamate homeostasis [46, 47], and increased
production of inflammatory mediators by astrocytes are
also observed in AD.

2.3 Oligodendrocytes

The involvement of oligodendrocytes in AD remains
poorly understood, although there is emerging evidence
that these cells contribute to the pathogenesis and pro-
gression of neurodegenerative disorders, including AD
[48]. Bartzokis et al. [49-52] demonstrated that the loss of
myelin integrity that normally occurs during aging is
strongly aggravated in human presenilin-1 familial, pre-
clinical, and sporadic AD cases, particularly near AP pla-
ques. In addition, focal loss of oligodendrocytes has been
observed in sporadic cases of AD. This demyelination was
also found in transgenic mouse models of AD, specifically
at the core of AP plaques [52]. Focal oligodendrocyte loss
has also been detected in Tg2576 and APP/PS1 transgenic
mice [52], a phenomenon that may negatively influence
cortical processing and neurite formation. Several cellular
processes such as neuroinflammation, oxidative stress, and/
or apoptosis may contribute to oligodendrocyte dysfunction
and death [52]. In addition, AP can impair the survival and
maturation of oligodendrocyte progenitor cells and the
formation of the myelin sheath [53].

2.4 Myeloid Cells Other than Microglia

In addition to microglia, a variety of other monocytic cells
have been found in the brain, including perivascular cells,
meningeal macrophages, choroid plexus macrophages, and
peripheral blood-derived monocytes [54]. These cells may,
under certain circumstances, also phagocytize and degrade

amyloid plaques in a transgenic model of AD [55].
Migration of peripheral monocytes is dependent on C-C
chemokine receptor type 2 (CCR2), as its ablation in
Tg2576 mice results in decreased recruitment of these cells
and a corresponding increase in amyloid pathology [56]. In
contrast, blocking transforming growth factor (TGF)-B
signaling increased peripheral myeloid cell infiltration into
the CNS and significantly reduced the amyloid burden [57].
Glatiramer acetate has also been shown to increase
recruitment of peripheral monocytes to the CNS, and this
reduces amyloid deposition. Ablation of bone marrow-
derived myeloid cells in this model exacerbated amyloid
pathology [58]. In contrast, when resident microglia were
ablated from the APP/PS1 and APP23 mouse models,
recruitment of peripheral myeloid cells was not sufficient
to clear amyloid load [59, 60]. Furthermore, a recent
parabiosis experiment found no evidence of monocyte
infiltration around amyloid plaques [61]. Thus, the extent
of myeloid infiltration into the brain and its contribution to
damage or clearance of pathological proteins is still not
fully understood. A particularly critical aspect of this body
of work is the complexity and toxicity of experimental
approaches used.

3 PAMPs and DAMPs: Inducers and Modulators
of Neuroinflammation in Alzheimer’s Disease

During periods of pathogen invasion or tissue damage,
DAMPs and PAMPs alert the immune system of the host
and trigger an appropriate response to the insult.

DAMPs encompass a diverse class of molecules. A
well-characterized group of DAMPs consists of intracel-
lular proteins that are expressed at a basal level within a
cell and are released after injury. These include high-mo-
bility group protein B1 (HMGB1), S100 proteins, heat
shock proteins (HSPs), chromogranin A, and AB. A second
class of DAMPs comprises nucleic acids and nucleotide
derivatives, such as mitochondrial DNA (mt-DNA), DNA,
and adenosine triphosphate (ATP) [62]. In contrast,
PAMPs mainly include microbial molecules that are nor-
mally not present in human cells, such as lipid A, flagellin,
lipoproteins from Gram-positive and Gram-negative bac-
teria, bacterial DNA containing particular CpG motifs, and
fragments of bacterial peptidoglycan [63].

Both PAMPs and DAMPs contribute to neuroinflam-
mation in AD. AP can induce inflammatory responses [64]
via activation of pattern recognition receptors (PRRs) of
the innate immune system, including TLR2 [65], TLR4,
and TLR6, as well as their co-receptors, CD36, CD14, and
CD47. Neutralization by CD14 antibodies can reduce the
AB-induced microglial activation [66]. Furthermore, the
NLRP1 and NLRP3 inflammasome can sense a range of
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aggregated proteins, including AP [67]. Indeed, lack of
NLRP3 and caspase-1 has been shown to protect mice from
AD pathology [67, 68].

HMGBI1 levels are increased in AD brains and are
associated with senile plaques, promoting their stabiliza-
tion [69]. It has been shown that microglia stimulation by
HMGBI can reduce AP phagocytosis [69]. HMGBI1 pro-
motes the migration and proliferation of immune cells
through binding to advanced glycation end-product recep-
tors (RAGE) and TLRs [70]. HMGB1 can also act in
concert with other factors such as chemokines, growth
factors, and PAMPs, together promoting immune system
activation [71, 72].

Chromogranin A is associated with microglial activation
in neurodegeneration [73, 74] and induces the release of
interleukin (IL)-1p, indicating that TLRs and the NLRP3
inflammasome are involved in this pathway [75]. In AD,
increased levels of chromogranin A have been observed in
senile plaque dystrophic neurites [76]. Interestingly, the
immune stimulatory potential appears almost identical to
bacterial lipopolysaccharide (LPS), at least in vitro [77].

Many S100 proteins are involved in AD, including
S100A9, S100A8, and S100B. S100A8 and S100A9 form a
complex that is increased in the brain and cerebrospinal
fluid (CSF) of patients with AD [78, 79] and can activate
microglia through TLR4. Furthermore, S100A8-mediated
inflammatory stimuli are connected with the upregulation
of the B-site B-amyloid precursor protein (APP)-cleaving
enzyme BACEI, which is involved in APP processing
[80, 81]. ST00B has been observed in both A plaques and
in the CSF [82, 83], and overexpression of human S100B
exacerbates amyloidosis and gliosis in the Tg2576 AD
mouse model [84].

Likewise, mt-DNA and DNA can be released from the
cells and act as DAMPs upon entering the blood circula-
tion, causing inflammation [85]. mt-DNA can bind to TLR-
9 and mediate the release of tumor necrosis factor (TNF)-a
and type I interferons (IFNs) [86]. Moreover, cell free
DNA can bind to TLR and non-TLR receptors. Upon TLR
binding, DNA activates the nuclear factor (NF)-xB path-
way, thereby promoting pro-inflammatory cytokine pro-
duction [87]. DNA can also bind to the absent in melanoma
2 (AIM2) inflammasome, releasing IL-1pB, through the
caspase-1 activation pathway.

HSPs bind to several receptors, such as TLR2 and
TLR4, resulting in the production of inflammatory
cytokines, such as TNFa and IL-1f [88-90]. Furthermore,
HSPs may also exert beneficial effects in AD, thus, HSP70
can bind to APP and reduce the secretion of AB1-40 and
AB1-42 through interference with the APP processing
pathway [91]. HSP70, together with HSP90, can also
interact with tau and AP oligomers and degrade them by
employing proteasomal degradation [92].
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4 Endogenous Modulators

Neurotransmitters such as ATP, glutamate, dopamine, and
various neurotrophic factors, e.g., brain-derived neu-
rotrophic factor (BDNF) and nerve growth factor (NGF),
can act as endogenous modulators. Microglial cells are
equipped with a plethora of neurotransmitter receptors,
which makes them a primary target, particularly as sites of
non-synaptic release [93]. In AD, ATP production from
neurons declines. Mitochondrial dysfunction, as evidenced
by reduced ATP, is related to oxidative stress in AD
pathology [94]. Oxidative stress can also initiate inflam-
matory responses and contributes to the etiopathology of
AD [95].

In AD, glutamatergic neurotransmission is disturbed
because of an increased amount of soluble AP oligomers
[96]. The possible inflammatory process occurs subse-
quently through activation of microglia with TNFa release,
synergizing with N-methyl-p-aspartate (NMDA)-mediated
neurodegeneration [97]. However, the modulation of glu-
tamate can be either pro- or anti-inflammatory depending
on the expression of different groups of glutamate recep-
tors (GluRs) on microglia and, most likely, on astroglial
uptake capabilities [98, 99].

Dopamine possibly mediates the activation of microglia
by triggering the mitogen-activated protein kinase
(MAPK)-NF«B cascade and inducing toxicity versus
dopaminergic neurons [100, 101]. In general, acetylcholine
prevents the inflammatory response in microglia via o7-
nicotinic acetylcholine receptors, mediated by the PLC/
IP3/Ca2+ signaling pathway [102]. In patients with AD,
significant loss of cholinergic neurons is tightly related to
the progression of the disease. Failure in cholinergic neu-
rotransmission decreases the cholinergic input to microglia,
which in turn results in microglial activation [103]. In
addition, stimulation of microglia with norepinephrine
suppressed inflammation through cyclic adenosine
monophosphate (cAMP)/protein kinase A (PKA) signaling
cascades [104, 105]. Of note, the locus ceruleus, the chief
source of noradrenaline (NA) in the human brain, degen-
erates very early in the disease course. Thus, its projection
regions, most prominently the limbic system and neocor-
tex, experience decreased levels of NA. Modeling this in
rodents increased AB-induced inflammation [106, 107] and
substantially increased neuronal death and memory deficits
[108]. Using 2-photon laser microscopy, it was demon-
strated that depletion of NA in APP/PS1 transgenic mice
caused complete inhibition of microglial AP clearance,
and, subsequently, an increase in the number and volume
of AP deposits [104]. The replenishment of NA levels in
the cortex and hippocampal after treatment with L-threo-
DOPS, an NA precursor, partly rescued this phenotype.
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The levels of BDNF and NGF are severely altered in the
brains of patients with AD. BDNF is released by activated
microglia and inhibits the release of TNF-o and IFN-vy,
whereas it promotes the expression of anti-inflammatory
cytokines IL-4, IL-10, and IL-11 [109]. However, an
in vitro study has also shown prolonged microglial acti-
vation through a positive feedback loop by autocrine
BDNF [110], demonstrating that BDNF may modulate
inflammation at various levels. In addition, evidence from a
human microglial cell line suggested that NGF synthesis is
potentially stimulated by inflammatory signals (cytokines
and complement factors), as well as by exposure to AB25-
35, through NFxB-dependent and -independent
mechanisms.

5 Inflammatory Mediators
5.1 Cytokines

Cytokines are released by glial cells, such as astrocytes and
microglia, upon every inflammatory challenge [111-113].
Many cytokines, such as IL-1B and IL-12, have been
related to the progression of AD pathology [114, 115].
Increased IL-1B serum levels have been linked to AD and
patients with mild cognitive impairment, a putative pro-
dromal phase of dementia [114, 116]. Several studies have
reported associations between IL-1p polymorphisms and
the onset of AD pathology [115, 117, 118], linking both IL-
1B polymorphisms and apolipoprotein E (APOE)-g4 to
higher levels of IL-1p in the blood and sleep disturbance in
patients [119]. IL-12 is related to the regulation of the
adaptive and the innate immune system [120], and an IL-12
polymorphism has been linked to AD in a Han Chinese
population [121]. Vom Berg et al. [122] suggested that
inhibition of the IL-12/IL-23 pathway may attenuate AD
pathology and cognitive deficits due to a decrease in the IL-
12p40 subunit and its receptor activity [122]. In this study,
the concentration of IL-12p40 was increased in the CSF of
patients with AD. Regarding anti-inflammatory cytokines,
IL-10 deletion attenuated AD-related deficits, such as
altered synaptic integrity and behavioral deficits in APP/
PS1 mice [123]. Chakrabarty et al. [124] showed that the
overexpression of IL-10 using adeno-associated viruses
(AAVs) increased amyloid deposition, behavioral deficits,
and synaptic alterations and impaired microglial phago-
cytosis of AP in the APP transgenic mouse model [124].
Another major regulator of inflammation is TGF-p.
Increased TGF-B has been observed in amyloid plaques
[125] and in the CSF of patients with AD [126, 127].
However, this cytokine plays a dual role in AD. Overex-
pression of TGF-P in vivo induces AP deposition in cere-
bral blood vessels, but it may also decrease microgliosis

while increasing AP phagocytosis [128]. A link between
TGF-B and neuro-fibrillary tangles (NFTs) has also been
reported [129].

5.2 Chemokines

Chemokines participate in the chemoattraction of immune
cells from the periphery to the brain and in the recruitment
and activation of resident glial cells. In AD, chemokines
are implicated in both the resolution and the propagation of
pathology [130]. The most intensively studied chemokines
in AD are CX3C chemokine ligand 1 (CX3CL1) and
chemokine ligand 2 (CCL2).

CX3CL1, also termed fractalkine, is expressed by neu-
rons, whereas its receptor, CX3CRI1, is predominantly
expressed by microglia [131, 132]. The participation of this
chemokine in the pathophysiology of AD is complex since
CX3CL1/CX3CR1 signaling can have a beneficial role in
the context of tau pathology [132—135] or a detrimental
role in an amyloid context [136]. In fact, in an amyloid
model, deficiency of CX3CR1 decreased AP deposition
[136] but worsened tau pathology and lowered cognitive
performance [133, 134]. Moreover, the expression of
CX3CL1 has been shown to be increased in tau-injured
neurons but decreased in the brains of APP transgenic mice
[137]. However, in human patients, the level of CX3CL1 is
inversely correlated with AD severity [138]. Together, this
may point to the possibility that the same inflammatory
mediator may adopt various, if not opposing, effects and
properties during disease progression.

CCL2 has also been associated with a dominant role in
chronic inflammation [139]. A recent study has demon-
strated that the CCL2/CCR2 pathway of astrocyte-induced
microglial activation is associated with “M1l-polarised”
and enhanced microglial activity [140]. In AD, CCL2
levels were increased in mild but not in severe AD, sug-
gesting that elevated CCL2 may play a pathogenic role
during early AD stages [141]. In agreement with this,
Westin et al. [142] showed that CCL2 is associated with a
faster cognitive decline in early disease stages. Kiyota et al.
[143] found accelerated neurodegeneration in APP/CCL2
transgenic mice, indirectly suggesting that direct inhibition
of CCL2 signaling may modify microglial activation,
resulting in lower AP deposition and improving behavioral
outcomes. CCL2 overexpression accelerated oligomeric
and diffuse AP deposition and led to spatial and working
memory deficits by affecting AP seeding in Tg2576 mice
[143].

5.3 Other Mediators

Nitric oxide (NO) is synthesized by three different isoforms
of NO synthase (NOS). Each isoform plays a role in either
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AD progression or prevention, suggesting that NO can be
neuroprotective or neurotoxic. High doses of LPS induced
robust CNS inflammation and microglia-induced release of
NO. NO in the CNS can influence many signaling path-
ways, including protein nitrosylation, impairment of long-
term potentiation, or inhibition of mitochondrial respira-
tion. The impact of NO signaling depends on the local
cellular environment. In the AD brain, NO mainly derives
from the inducible isoform of NOS, NOS2, which is
expressed by neurons [144], microglia, and astrocytes
[145]. Nitrosative stress has been shown to affect all types
of cellular proteins, including, but not restricted to,
synaptic proteins. Post-translational protein modification
can take place either by s-nitrosylation of cysteine residues
or by nitration of tyrosine residues. Importantly, AP itself
represents a nitration target at tyrosine 10 of its amino acid
sequence. Nitration at this position strongly increases the
peptide’s propensity to aggregate, and nitrated AP pre-
dominantly resides in the core of the deposits, suggesting
that this mechanism contributes to the initiation of depo-
sition [146].

6 Effect of Neuroinflammation on Neuronal
Function

6.1 Cytokines and Synaptic Scaling

Synaptic plasticity is strongly influenced by basal levels of
cytokines [147]. Emblematic is the case of ‘“synaptic
scaling,” a well-defined form of homeostatic plasticity that
regulates the density of GluRs at presynaptic and postsy-
naptic sites [148]. A homeostatic reduction of neuronal
excitability by withdrawal of GluRs is termed down-scal-
ing, whereas the increase of neuronal excitability (by
accumulation of GluRs) is known as up-scaling. TNFo has
been shown to support synaptic up-scaling by increasing
AMPA receptor-dependent miniature excitatory postsy-
naptic currents (mEPSC). Importantly, TNFa required for
up-scaling synapses is derived from glial cells [149] and
not from neurons themselves. Such evidence implies that
glial cells are able to release cytokines in response to
changes in neuronal activity. By contrast, enhanced release
of inflammatory cytokines, for instance during chronic
peripheral inflammation, can disrupt the physiological
mechanisms of synaptic plasticity, promoting neuronal
hyper-excitability and increased susceptibility to seizure
generation [150].

A growing body of evidence demonstrates that micro-
glia can actively respond to increased neuronal excitability,
and microglial processes make physical contact with
excitatory synapses [151-154]. This type of microglia—
synapse interaction has been shown to reduce neuronal
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excitability [110, 155], potentially as a form of a regulatory
mechanism for preventing glutamatergic excitotoxicity
[152].

6.2 Microglia and Synaptic Pruning

Microglia can actively participate in remodeling synaptic
connections (“synaptic pruning”). A pathological form of
synaptic pruning may represent a commonly shared
mechanism among several neurological conditions of dif-
ferent nature: a recent study in a murine model of chronic
stress, showed electron-dense (dark) microglia co-localized
with synaptic terminals. This microglial phenotype asso-
ciated with synaptic pruning appeared clearly reactive,
possibly accounting for an increased loss of synapses
during chronic inflammation [156]. Microglia may also
remove synapses in a complement-dependent manner in a
mouse model of West Nile virus-induced neuroinflamma-
tion [157]. Mice with either a deficit in the number of
microglia (IL-34"7) or a deficiency of complement com-
ponents (such as C3 protein or complement receptor 3
knock-out) were protected from inflammation-induced
synaptic loss [157].

An alternative hypothesis suggests that pathological
pruning of synapses during inflammation may also repre-
sent a form of “tissue remodeling” for auto-protective
purposes [158]. A study suggested that upon LPS injection,
microglia pruned preferentially GABAergic terminals,
thereby increasing excitatory synaptic activity and induc-
tion of neurotrophic pathways in downstream neurons. This
mechanism has been interpreted as an attempt to promote
neuronal viability in a pathological context, although the
price was a temporary imbalance of synaptic connectivity
[159].

In mouse models of AP deposition, complement protein
Clq was elevated as early as 1 month of age in both DG
and frontal cortex. At this timepoint, neither plaques nor
synaptic loss are detectable. At a later age (mice aged
3—4 months), the number of synapses decreased signifi-
cantly; however, synaptic loss was rescued almost com-
pletely in the absence of either Clq, C3, or CR3.
Additionally, intracerebroventricular (ICV) injection of
oligomeric A in wild-type mice induced synapse loss and
activated a phagocytic phenotype in microglia. Moreover,
synapse loss in response to oligomeric AP was not
observed in Clq or CR3 knock-out mice [160] (Table 1).

Similar findings have been obtained in a mouse model
deficient for the progranulin gene, typically associated
with frontotemporal dementia (FTD) in humans [161, 162].
Lack of progranulin has been shown to trigger an exag-
gerated inflammatory reaction in microglia and macro-
phages [161, 163]. Interestingly, the brains of progranulin-
deficient mice showed increased levels of complement
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Table 1 Randomized clinical trials of non-steroidal anti-inflammatory drugs in patients with Alzheimer’s disease
Drug Trial details Participants Primary endpoint (s) Main effect References
(phase, design,
duration of
treatment)
Aspirin 75 mg od Phase III, 310 AD pts MMSE and BADLs No effect on cognition, [388]
randomized increased risk of bleeds
open-label,
3 years
Indomethacin 100-150 mg Pilot study, 28 AD dementia Psychometric tests Positive effects on a battery of  [357]
od vs. PL randomized pts psychometric tests
1:1, 6 months
Indomethacin 100 mg od  Pilot study, 51 pts with mild- ADAS-cog score Not significant effect on ADAS- [389]
with omeprazole vs. PL randomized to-moderate cog score
1:1, 1 year AD
Naproxen sodium or Phase I1I, 351 pts with ADAS-cog score Not significant effect on ADAS- [390]
rofecoxib 220 mg randomized mild-to- cog score
naproxen bid or 1:1, 1 year moderate AD
rofecoxib 25 mg od vs.
PL
Nimesulide 100 mg bid vs. Pilot study, 40 AD dementia Tolerability and short- Not apparent effect on a [391]
PL randomized 1:1 pts term cognitive/ composite of cognitive,
and open-label, behavioral effects behavioral and functional
3 months outcomes
Rofecoxib 25 mg od vs. PL  Phase III, 1457 MCI pts Annual AD diagnosis Lower annual AD diagnosis but  [392, 393]
randomized no significant effect on
1:1, 4 years ADAS-cog score
Celecoxib or naproxen Phase III, 2528 healthy Seven tests of cognitive Not significant effect on a [394]
sodium 100 mg bid or randomized individuals function and a global battery of neuropsychological ADAPT
naproxen sodium 220 mg 1:1:1.5, with family summary score tests study
bid vs. PL 1-3 years history of AD measured annually
Celecoxib or naproxen 2-4 years 2071 Incidence of AD Not significant effect for [358]
sodium, follow-up follow-up after participants celecoxib. Reduced AD onset
ADAPT study termination of randomized in and CSF tau to AB1-42 ratio
treatment ADAPT for naproxen
Celecoxib or naproxen 5-7 years 1537 Cognitive evaluation test ~ Not significant delay on onset of [395]
sodium follow-up follow-up after participants scores AD
termination of randomized in
treatment ADAPT

AD Alzheimer’s disease, ADAPT Alzheimer’s Disease Anti-inflammatory, ADAS-cog Alzheimer Disease Assessment Scale-cognitive portion,
BADLs basic activities of daily living, bid twice daily, CSF cerebrospinal fluid, MCI mild cognitive impairment, MMSE Mini-Mental State

Examination, od once daily, PL placebo, pi(s) patient(s)
Adapted from Heneka et al. [396]

proteins, a prominent pro-phagocytic activation of micro-
glia, and enhanced pruning of synapses [164].

6.3 Inflammation and Neurogenesis

Under homeostasis, immunological signals can actively
shape adult neurogenesis. Microglia were shown to rapidly
engulf and remove apoptotic neuronal progenitors,
remarkably, without any trace of inflammatory reaction
[165, 166]. Other evidence has pinpointed a close interplay
between different immune proteins and the neurogenic
process [167, 168]. IL-1P has often received particular

attention because of its anti-neurogenic activity [169-175].
One may assume that microglia are primarily responsible
for this reduction of neurogenesis during inflammatory
challenges. An interesting molecular player is the CX3C
axis between neurons and microglia, which is known to
preserve the microglial “resting” phenotype under physi-
ological conditions [176, 177]. Several consistent findings
showed reduced neurogenesis in CX3CR1-deficient mice,
along with increased NF-xB activation and IL-1J expres-
sion in microglia [178-181]. Consistently, when an
inflammatory challenge is applied under CX3CR1-deficient
conditions, microglia release an increased and uncontrolled
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amount of inflammatory mediators and free radicals,
causing neurotoxicity and cognitive/behavioral deficits
[132, 182]. Interestingly, during ageing, neurons decrease
expression of CX3CL1 [183], which likely would result in
a general downregulation of the CX3C axis and pro-in-
flammatory skewing of microglia [184, 185]. Pro-inflam-
matory microglial priming has been suggested as a possible
mechanism leading to the dysregulated microglial function
and the ensuing stepwise decline of neurogenesis (and
potentially neurodegeneration) during senility [186—192].
In contrast, several lines of evidence point towards the pro-
neurogenic function of microglia, especially during the
period of early brain development. These indications sug-
gest that microglia play an important role during brain
development, axonal guidance, and formation of neuronal
networks.

6.4 Astrocytes and Glutamate Reuptake

In the CNS, extracellular levels of glutamate are tightly
regulated by astrocytes in order to modulate GIuR activity
and prevent potential excitotoxicity [193]. Once in the
synaptic cleft, excess glutamate is promptly scavenged by
the excitatory amino acid transporters (EAATSs) expressed
on both neurons and astrocytes [194]. The astrocytic
EAAT?2 is thought to be responsible for about 90% of all
glutamate uptake in the brain [195, 196]. There are no
synaptic enzymes that otherwise would degrade glutamate.
Therefore, astrocyte-mediated glutamate uptake represents
the primary mechanism for the homeostatic regulation of
glutamate bioavailability [197]. Impairment of glutamate
uptake causes excitotoxicity characterized by overload of
cellular calcium, generation of free radicals, and protein/
lipid oxidation. Notably, astrocyte glutamate transporters
(EAATI1 and EAAT2) were shown to be reduced in the
cortex and hippocampus of patients with AD [46, 198].
Moreover, Af-induced neurotoxicity in vivo has been
associated with NMDA receptor-dependent excitotoxicity
[199]. In conclusion, pharmaceutical compounds aiming to
modulate glutamate excitotoxicity have revealed a certain
therapeutic potential for neurodegenerative diseases
(Table 2).

6.5 Function and Dysfunction of the Blood-Brain
Barrier

Dysfunction of the blood-brain barrier (BBB) is a rela-
tively new frontier in AD research [200-202]. The fully
functional BBB is a highly specialized monolayer of
endothelial cells lining the cerebrovasculature and sepa-
rating the circulating blood from the brain parenchyma.
The integrity of the BBB depends critically on the func-
tional state of the associated pericytes, astrocytes, and
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microglia and is compromised during neuroinflammation
[203]. AP binds to low-density lipoprotein receptor-related
protein-1 (LPR1) on the endothelial cells of the brain
capillaries and is then released into the bloodstream
[204, 205]. Vice versa, in the BBB, RAGE are upregulated
with aging and facilitate the influx of AP from the blood
into the brain [206]. Deficient AP clearance from the brain
parenchyma is thus proposed to be, at least in part, the
result of its faulty transport across the BBB [207-209].

7 Modifiable Risk Factors for AD

A plethora of exogenous factors exert both beneficial and
detrimental modulating effects on the inflammatory state of
an organism. This, in turn, has direct and important con-
sequences for the risk of developing AD. As these factors
are amenable to non-pharmacological interventions and
can be mitigated (or promoted) by preventive measures or
lifestyle choices, they deserve special attention.

7.1 Infections

The evidence pointing to infections as risk factors for AD
stems from epidemiological and neuropathological studies.
Prospective cohort studies show that infection represents an
important risk factor in the progression of dementia and
AD [210, 211]. A case—control study suggested that mul-
tiple infections double the risk of developing dementia
[212]. In studies of a large AD patient cohort, peripheral
infection was associated with accelerated cognitive decline
[213, 214]. Conversely, the frequency of various infections,
including urinary and respiratory tract infections is higher
among individuals with AD than among healthy, age-
matched controls [215]. Indeed, pneumonia is one of the
most common causes of death in AD [204, 205, 216-218].
In contrast, vaccination against influenza and other infec-
tious conditions is associated with a significantly lower risk
of developing AD [219, 220].

A number of specific viral, bacterial, and fungal infec-
tions has been detected by polymerase chain reaction
(PCR) in human AD brain tissue and have been implicated
in AD development. One example is herpes simplex virus
type 1 (HSV-1) [221-223], which is an AD risk factor in
people carrying the APOE4 allele [224, 225]. Chlamydia
pneumonia, a Gram-negative bacteria, has been detected
via PCR in the brain tissue of patients with AD [226, 227],
where it was found to have infected microglia, astrocytes,
and neurons [227]. Interestingly, fungal proteins and DNA
have been identified in the brain tissue and CSF of patients
with AD [228, 229]. In postmortem AD brains, co-infec-
tion with many fungi has also been reported, with fungal
material identified inside neuronal cells and in many
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Table 2 Clinical trials of non-non-steroidal anti-inflammatory drugs in patients with Alzheimer’s disease
Drug and dosage  Trial details Participants Primary endpoint (s) Main effect Reference
regimen (phase, design,
duration of
treatment)
PPARY antagonists
RSG 2, 4, or Phase III, ran 1:1, 511 pts mild-to- ADAS-Cog and CIBIC + in Significant interaction [371]
8 mg od vs. PL 24 wk moderate AD ITT population between APOE¢e4 allele
status and ADAS-cog.
Significant improvement in
ADAS-cog in APOEg4-
negative pts on RSG 8 mg
PIO 15-30 mg  Pilot study, ran, ol, 42 pts mild AD rCBF and plasma levels of Improved cognition and rCBF  [367]
od 6 mo APB40 and AB42 in parietal lobe
PIO 45 mg od Pilot study, ran 25 pts probable AD Frequency of reported AEs Principal AE was peripheral  [369]
vs. PL, and Vit. 1:1, 18 mo edema (28.6% PIO vs. 0%
E 200 IU od PL)
PIO Pro cohort study, 6 145,928 subjects Long-term use of PIO [368]
y aged > 60y reduced dementia risk by
47%
RSGod PL, 2 or Phase III, ran 1:1, 639 pts probable AD Change in ADAS-Cog score  Significant difference [397]
8 mg RSG XR 24 wk and CIBIC+ CIBIC+. Peripheral edema
or DON 10 mg was the most common AE
(control) for RSG XR 8 mg (15%)
RSG 4 mg od Pilot study, ran 30 subjects mild AD or Cognitive performance and Better delayed recall (at 4 and [370]
vs. PL 1:1, 6 mo amnestic MCI plasma A levels 6 mo) and selective
attention (6 mo)
RSG 2 or 8 mg Phase III, ran 1:1 2981 pts mild-to- Change from baseline in Relevant differences between [398]
od 48 wk moderate AD ADAS-cog and CDR-SB treatment groups
scores
TNFa inhibitors
Perispinal ETA  pro, single-center, 15 pts mild-to-severe MMSE, ADAS-cog, SIB Significant improvement by [373]
25-50 mg ow ol, pilot (proof- AD all primary efficacy
of-concept) variables
study, 6 mo
Perispinal ETA  pro, single-center, 12 pts mild-to-severe California Verbal Learning Significant improvement by [372]
25-50 mg ow ol, pilot study, 6 AD Test-Second Edition, Adult all primary efficacy
mo Version; WMS-LM-II, variables except Boston
TMT; Boston Naming Test Naming Test
FAS, and category verbal
fluency
SC ETA 50 mg Pilot study, ran 41 pts mild to moderate Cognition, global function, Trends but no statistically [399]
ow 1:1, 24 wk AD behavior, systemic cytokine  significant changes in
levels cognition, behavior, or
global function
Microglia inhibitor
ITA (CHF5074; Pilot study, ran 96 pts MCI Vital signs, cardiac safety, sCD40L and TNFa in CSF [400]

CSP1103) 200,
400 or 600 mg
od or PL

1:1, pg,
ascending dose,
12 wk

neuropsychological
performance, safety clinical
laboratory parameters

inversely related to
CHF5074 dose. Plasma
levels of sCD40L with

600 mg/day significantly
lower. Positive dose—
response trend was found on
executive function in
APOE4
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Table 2 continued

Drug and dosage  Trial details Participants Primary endpoint (s) Main effect Reference
regimen (phase, design,
duration of
treatment)
MAPKa
Neflamapimod ~ NA https:// Cytokines, AP, Treatment effects on
(VX745) clinicaltrials. phospho-tau, immediate and delayed
gov/ neurofilament light recall aspects of episodic
(NCT02423122; chain and memory
NCT02423200) butyrylcholinesterase
in CFS, and
fludeoxyglucose PET
Other agents
PRE 20 mg od  Phase II, ran 1:1, 138 pts AD ADAS-cog No change in ADAS-cog [374]
for 4 wk, 1 year score
maintenance
dose 10 mg od
vs. PL
HYD Phase 1II, ran 1:1, 168 pts mild AD ADL, cognitive function, Any specific subgroup [378]
200-400 mg od 18 mo behavioral abnormalities benefited from
by body weight hydroxychloroquine
vs. PL
SIM up to Pilot study, ran 44 pts AD CSF biomarkers AB1-40 and ~ Significantly decreased [376]
80 mg as 1:1, 26 wk Ap1-42 APB1-40 in mild AD
tolerated vs. PL
ATO 80 mg od  Pilot study, ran 67 pts mild AD ADAS-cog, CGI LOCF Significant change in the [377]
vs. PL 1:1, 1y analysis scales
ATO 80 mg od  Phase III, ran 1:1, 640 pts mild-to ADAS-cog, CGI (co- Not associated with [375]
vs. PL 72 wk moderate AD (MMSE  primaries) significant clinical benefit
13-25)
IV Ig 0.2 or Phase III, ran 1:1, 390 subjects mild to ADCS-AD No beneficial effects [401]
0.4 g/kg q2w 18 mo moderate AD
vs. PL
TRI 900 mg od  Phase II, ran 1:1, 257 amnestic MCI ADAS-cog, conversion to Significantly lower rate of [402]
vs. PL 18 mo dementia conversion to dementia
OFA 23 g Pilot study, ran 35 pts mild AD sIL-1RII and AB1-42 in CSF Influence on inflammatory or  [403]
1:1, 6 mo biomarkers in CSF or
plasma
CIL 100 mg od  Pilot study, ran 20 pts AD and CVD ADAS-cog, Wechsler Preventive effect on cognitive [404]
vs. control 1:1, 6 mo Memory Scale, TMT-A decline
(ASA 100 mg
or CLO
50-75 mg od)
HG-CSF 5-day  Pilot (proof-of- 8 pts mild to moderate CANTAB computerized Positive change in [405]

schedule vs. PL

concept) study,
ran 1:1, cross-
over design

AD

system

hippocampal-dependent
task of cognitive
performance
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Table 2 continued

Drug and dosage  Trial details Participants Primary endpoint (s) Main effect Reference
regimen (phase, design,
duration of
treatment)
RES 500 mg od Phase II, ran 1:1 119 pts mild-to AB1-40 biomarkers in CSF CSF AB40 and plasma AB40  [406]

52-wk moderate AD levels declined more with
PL; brain volume loss

increased

(escalation by
500 mg
increments
ql13w, ending
with 1000 mg
bid)

and serum, brain volume

Af3 amyloid beta, AD Alzheimer’s disease, ADAPT Alzheimer’s Disease Anti-inflammatory, ADAS-cog Alzheimer Disease Assessment Scale-
cognitive portion, ADCS-AD Alzheimer’s Disease Cooperative Study-Activities of Daily Living Inventory, ADL activities of daily living, AE
adverse effect, ASA acetylsalicylic acid (aspirin), ATO atorvastatin, bid twice daily, CDR Clinical Dementia Rating, CGI Clinical Global
Impression, CIBIC-+ Clinician’s Interview-Based Impression of Change Plus Caregiver Input, CIL cilostazol, CLO clopidogrel, CVD cardio-
vascular, DON donepezil, ETA etanercept, HG-CSF human granulocyte colony-stimulating-factor, HYD hydroxychloroquine, /g immunoglob-
ulin, ITA itanapraced, ITT intention-to-treat, /V intravenous, LOCF last observation carried forward, MAPK mitogen-activated protein kinase,
MCI mild cognitive impairment, MMSE Mini-Mental State Examination, mo months, od once daily, OFA omega-3 fatty acids, o/ open-label, ow
once weekly, pg parallel-group, PIO pioglitazone, PL placebo, PPAR peroxisome proliferator-activated receptor, PRE prednisone, pro
prospective, pt(s) patient(s), gxw every x weeks, ran randomized, rCBF regional cerebral blood flow, RES resveratrol, RSG XR rosiglitazone
extended release, SC subcutaneous, SIB Severe Impairment Battery, SIM simvastatin, TMT Trail Making Test, TNF tumor necrosis factor, TRI

triflusal, Vit. vitamin, wk weeks, WMS-LM-II Logical Memory I and II from the Wechsler Memory Scale-Abbreviated, y year

Adapted from Heneka et al [396] with permission

regions [230, 231]. The significance of these findings
remains uncertain because several factors, including post-
mortem time and handling, must be considered before
conclusions are drawn. In addition, causality is notoriously
difficult to ascertain in these scenarios. Systemic inflam-
mation certainly has an impact on the brain, which is not at
all “immune privileged,” as textbooks still suggest. Thus,
higher rates of cognitive decline have been observed in
patients with AD with acute systemic inflammation [214].
Leaky gut may be one of the drivers of systemic inflam-
mation and is directly related to an imbalance of gut
microbiota [232].

7.2 Traumatic Brain Injury

Traumatic brain injury (TBI) leads to damaged blood
vessels, axons, nerve cells, and glia of the brain in a focal,
multifocal, or diffuse pattern, resulting in impaired brain
function [233, 234]. A single moderate or severe TBI may
increase the risk of developing late-onset AD, whereas
repetitive mild TBI (e.g., through contact sport) is associ-
ated with an elevated risk of chronic traumatic
encephalopathy [235, 236]. Two key meta-analyses of
case—control studies found a significant association
between moderate-severe TBI and AD [237, 238]. Fur-
thermore, human pathological studies evince abnormal
accumulation of AD-related pathological proteins, includ-
ing soluble and insoluble AP and hyperphosphorylated tau
aggregates, following TBI. This, in turn, is supported by
studies in large animals [239, 240]. Aggregation and

deposition of AP is accelerated after an acute TBI event,
with changes within a mere 24 h up to 2 months after
injury in animal studies [240-244]. Further, aggregation
and deposition of AP have been associated with memory
impairments in 3xTg-AD mice [244]. Aberrant tau phos-
phorylation has also been described in several models after
TBI [245-248]. The formation of misfolded AP and tau
oligomeric seeds triggered by TBI may lead to spreading of
the pathology in a prion-like manner, causing a faster and
more severe onset of the disease [249].

7.3 Smoking

The role of smoking as a modifiable risk factor in AD is
controversial. Some early case—control studies reported
smoking had a beneficial effect on AD [250, 251]. In
contrast, more recent cohort studies without affiliation to
the tobacco industry clearly point towards a deleterious
impact [252, 253]. Meta-analyses of these studies showed
that smoking during a lifetime is associated with at least a
1.7 times higher risk of AD [254]. Although this increase
obviously correlates with smoking intensity and duration
[255], the findings regarding former smoking status are
more heterogeneous. Reitz et al. [252] observed no asso-
ciation between past smoking and AD, whereas Aggarwal
et al. [253] reported a lower risk for former smokers car-
rying the ApoEe4 allele than for those who never smoked.

It is estimated that, today, smoking accounts for 4.7
million AD cases worldwide [256]. Evidence from various
in vitro and in vivo studies suggests that sustained cigarette
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smoke exposure facilitates the emergence of regional A
and tau pathology [257, 258]. Several possible pathways
are likely to contribute to the development of pathological
AD features in smokers. These include cerebrovascular
dysfunction [259], neuroinflammation [258], and protein
misfolding and aggregation [260, 261], which all may be
triggered by an increase in oxidative stress [262-264].
However, human postmortem studies yielded contradictory
results concerning the link between smoking and AD
neuropathology, as AP levels were reduced in the brains of
active smoker AD cases compared with never-smoking
patients [265]. Remarkably, nicotine and some related
compounds exert neuroprotective effects in a variety of
model systems [266-268], for example via activation of
nicotinic acetylcholine receptors [269] or direct binding to
AB fibrils [270].

7.4 Physical Activity

A case—control study showed patients with AD were less
active in midlife [271]. Physical inactivity is accompanied
by several secondary effects, including obesity, metabolic
syndrome, type 2 diabetes mellitus (T2DM), and cardio-
vascular disease [272]. In contrast, regular physical exer-
cise positively influences neurogenesis, brain plasticity,
and metabolic function, reduces levels of pro-inflammatory
cytokines and oxidative stress [273-275], and can alter
disease-related biomarkers in patients with dementia [276].
Thus, it is not surprising that cognitive function and mental
processing speed in elderly people could be significantly
improved with leisure time activities and exercise pro-
grams [256, 277-279]. However, Kiister et al. [280]
showed that a (self-reported) active lifestyle rather than the
exercise itself is associated with a decreased risk of AD.
Whether physical exercise benefits all patient populations
equally remains controversial [276, 281]. Some studies
report a stronger effect of physical activity among APOE4
carriers compared with non-carriers [282-284], whereas
others could not replicate these results [285-287]. Analysis
of different animal models suggests positive effects of
physical exercise on BDNF levels, oxidative stress and
even AP and tau pathology, resulting in delayed disease
onset and progression [288-291].

7.5 Diet and Obesity

Many specific dietary components have been studied in
relation to AD. In clinical studies, a higher intake of
unsaturated fatty acids, antioxidants, and vitamins B, and
folate have been associated with a lower risk for AD and
cognitive decline [292-294]. However, the opposite or
even no effect has also been found for these factors
[295-297]. Instead of focusing on individual dietary
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components, the effect of overall dietary patterns (which
incorporates nutrient interaction) has been examined,
including the Mediterranean Diet (MeDi) [298], Dietary
Approaches to Stop Hypertension (DASH) [299], and the
Mediterranean-DASH Intervention for Neurodegenerative
Delay (MIND) [300]. These studies point towards diet as
having a protective effect against cognitive decline and
development of AD [299, 301-307].

In contrast, overnutrition can lead to obesity, which in
turn has been associated with AD development. Obesity is
characterized by leptin and insulin resistance, leading to
impaired energy metabolism and chronic inflammation
[308]. This chronic inflammatory status can cause cellular
stress and neurodegeneration and is thought to be the link
between obesity and its adverse effects on cognitive per-
formance and AD development [309-313]. Most impor-
tantly, some of these effects may occur as early as midlife.
Thus, increased body mass index and sagittal abdominal
diameter in men aged 40-45 years has been associated
with an increased risk of AD in later life [314].

7.6 Lifetime Distress

Lifetime frequency of stress exposure is consistently
associated with the incidence of mild cognitive impairment
(MCI) and may increase the risk of late-onset AD
[315-317]. In particular, higher levels of the stress hor-
mone cortisol are associated with an accelerated age-re-
lated decline in cognition [318, 319]. The hypothalamic—
pituitary—adrenal (HPA) axis regulates the release of cor-
tisol in humans or the corresponding corticosterone in
rodents. This system is dysregulated in patients with AD,
with higher cortisol levels found in the blood plasma and
CSF of subjects with AD than in age-matched controls
[318, 320].

Interestingly, exposing rodents to stressful experiences
increases corticosterone levels and glucocorticoid receptor
activation, resulting in aggravation of AD-related neu-
ropathology in various transgenic models [321-326].
Microglia are highly responsive to glucocorticoids, with
abundant glucocorticoid receptor expression levels [327].
Furthermore, glucocorticoids can induce a pro-inflamma-
tory microglial phenotype upon stress, especially following
a secondary inflammatory challenge [328-330].

7.7 Diabetes Mellitus

T2DM affects approximately 370 million people world-
wide, accounting for 90-95% of all patients with diabetes
[331]. The disease is characterized by hyperglycemia,
insulin resistance, and relative lack of insulin [332]. People
with T2DM have a 73% greater risk of developing
dementia [333] and decreased white and grey matter
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volume of the temporal and frontal lobes [334, 335].
Cortical and hippocampal atrophies have also been
observed in diabetic mice (db/db) [336].

Importantly, insulin resistance leads to the generation of
NFTs: decreased activation of protein kinase B in T2DM
results in ineffective inhibition of glycogen synthase kinase
3, thus mediating tau phosphorylation and formation of
NFTs [337, 338]. In addition, insulin levels in patients with
diabetes mean the insulin-degrading enzyme is sequestered
away from AP, which fosters the accumulation of Af} in the
brain [339, 340]. Patients with T2DM have impaired
immunological defense mechanisms, resulting in frequent
infections, which may contribute to the development of AD
[341]. The concentration of pro-inflammatory cytokines in
the CSF is increased in patients with T2DM [342]; indeed,
chronic sub-acute inflammation can also induce insulin
resistance and cause T2DM [343].

8 Protection by Anti-inflammatory Strategies
8.1 Past and Present Strategies

Various anti-inflammatory therapeutic approaches have
been taken to modify AD progression over the past 2
decades, ranging from non-steroidal anti-inflammatory
drugs (NSAIDs) to TNFa inhibition.

8.1.1 Non-steroidal Anti-inflammatory Drugs (NSAIDs)

One of those approaches was ADAPT (Alzheimer’s Dis-
ease Anti-inflammatory Prevention Trial). This trial was
constructed to examine whether NSAIDs could prevent or
delay the onset of AD and whether such treatment could
impact cognitive decline associated with aging [344].

Early epidemiological studies had suggested that long-
term treatment with NSAIDs decreased the risk of AD
development [345-348]. Additionally, strong experimental
evidence has emerged supporting the positive effect of
NSAIDs in AD animal models [80, 349]. NSAIDs have
been shown to reduce A secretion and accumulation, both
in vitro and in vivo, to modulate y-secretase activity, to
exert an anti-inflammatory effect, and to improve cognitive
function in AD mouse models [350-355].

However, most NSAIDs have not convincingly shown
any beneficial effects during clinical trials in patients with
AD [356]. Only a small, early study using indomethacin in
patients with AD [357], which has not been replicated, and
a follow-up analysis from the ADAPT research group using
naproxen [358] have shown positive effects. Aspirin also
did not prove effective against AD but increased the risk of
serious bleeds (AD2000 trial).

8.1.2 Non-NSAIDs

Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-y ago-
nism has consistently been shown to reduce the production
of inflammatory cytokines and amyloid accumulation in
AD mouse models [351, 359-362]. Rosiglitazone induces
activation of the ERK pathway, leading to cognitive
enhancement in AD models [363-366]. Pioglitazone has
been found to improve cognition and cerebral blood flow in
mild AD [367]. Additionally, pioglitazone treatment
reduced dementia risk in patients with initially non-insulin-
dependent diabetes mellitus in a case—control study [368].
However, a pilot randomized clinical trial for the safety of
this drug in patients with AD found no significant effect
[369]. Rosiglitazone has been found to delay cognitive
decline in patients with early AD and MCI [370]. Another
study showed improvement in cognitive function using
pioglitazone, which was restricted to APOEe4 non-carriers
[371]. The TOMORRW study is ongoing and will evaluate
the efficacy of pioglitazone versus placebo in delaying the
onset of MCI-AD in cognitively normal participants who
are at high risk for developing MCI within the next 5 years
(NCT01931566).

8.1.3 Tumor Necrosis Factor-o Inhibitors

Inhibiting TNFo signaling has also become an interesting
and promising approach to the treatment of AD. A clinical
case report found that intrathecal administration of inflix-
imab (an antibody against TNFo already approved for
other indications) reduced Af plaques and tau pathology in
APP/PS1 mice and enhanced cognitive function. Addi-
tionally, two small pilot clinical studies using a different
TNFa inhibitor, etanercept, showed cognitive improvement
in patients with AD [372, 373]. However, these studies
used small sample sizes and an open-label design and
lacked a placebo group. Thus, a larger well-designed pla-
cebo-controlled study would be necessary to assess the
possible utility of TNFo in AD [349].

8.1.4 Other Anti-inflammatory Drugs

Trials have examined other anti-inflammatory drugs, such
as prednisone, hydroxychloroquine, simvastatin, and ator-
vastatin, but have shown no significant positive cognitive
effects in patients with AD [368, 374-378].

8.2 Future Strategies
Recently, fenamate NSAIDs including mefenamic acid
were found to selectively inhibit NLRP3 through the

inhibition of volume-regulated ion channels (VRACS),
thereby preventing cognitive impairments in rodent models
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of AD. Mefenamic acid is already on the market and is
used for abdominal pain in premenstrual syndrome.
MCC950, a new potent NLRP3-selective inhibitor has been
developed but is not yet available for clinical use [379].
Anakinra, an IL-1 receptor antagonist, and a neutralizing
antibody, canakinumab, have been proposed to work by
inhibiting this NLRP3 axis, but the cost benefit and
bioavailability in the brain remains a concern [380].

CSP-1103 (also known as CHF 5074 or Itanapraced) is
now in phase III clinical trials as a microglia modulator. It
may inhibit AP plaque deposition, reduce tau pathology,
restore normal microglial function by increasing phago-
cytosis, and decrease production of pro-inflammatory
cytokines [381].

Some other new therapeutic targets have been proposed.
MAPKua inhibitors (e.g., Neflamapimod [VX-745]) could
reduce IL-1f levels [382] (NCT02423200). Administration
of low-dose IL-2 could increase plaque-associated micro-
glia and improve cognitive performance [383]. C3aR
antagonist SB290157 could decrease amyloid load and
microgliosis [384]. PD-1 inhibitors could reduce plaque
load and improve cognition [385]. Blocking the p40
common subunit of IL-12 and IL-23 could decrease amy-
loid burden [122, 359, 386]. A CD33 inhibitor might pro-
mote microglial phagocytosis of AP [387].

9 Summary and Conclusions

Neuroinflammation in AD is likely to arise from the
recognition of AR by PRRs on the surface of innate
immune cells in the brain. Once initiated, sustained
inflammation and neurodegeneration may unleash further
factors, which, in turn, act as DAMPs and thereby con-
tribute to the persisting and chronic sterile immune reaction
in the brain. Several mechanisms of interaction by which
inflammatory processes contribute to disease progression
have been identified. Given that deposition of AP occurs
decades prior to the first amnestic and cognitive deficits,
such mechanisms may represent promising therapeutic
targets. Identification of suitable mode and site of inter-
vention models, which better target the human cerebral
innate immune system, and associated biomarkers, is
urgently required.
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Résumé : Les processus de neuro-inflammation
jouent un rdéle majeur dans la maladie d'Alzheimer
(MA). Des études génétiques récentes démontrent
cette association entre neuro-inflammation et MA
et impliguent notamment un gene, TREM2, qui code
pour un récepteur exprimé a la surface de la
microglie. La tauopathie est une Iésion
caractéristique de la MA. Elle se traduit par
I’hyperphosphorylation et I'agrégation
intraneuronale de la protéine Tau. Les travaux sur le
réle de TREM2 dans le développement de la
pathologie Tau sont peu nombreux et donnent des
résultats contradictoiresAinsi, I'objectif de ma thése
est d’étudier le role de la neuroinflammation et de
TREM2 dans la progression de la tauopathie, dans
deux modéeles différents. Le premier est obtenu par
injection stéréotaxique de vecteurs AAV dans la
couche CA1 de I'hippocampe de souris déficientes
ou non en TREM2.

Ces vecteurs entrainent la surexpression de
différentes formes de la protéine Tau humaine et
permettent de récapituler les différents stades de la
tauopathie.

Nous avons en paralléle utilisé un modéle
transgénique plus progressifs de tauopathie, la
souris THY-Tau22, afin d’étudier I'influence du stade
de la pathologie dans l'effet provoqué par une
déficience en TREM2 sur ['évolution de Ia
pathologie. Notre étude a mis en évidence la
toxicité des formes solubles de Tau dans le modéle
AAV par rapport a ses formes agrégées. Le modele
transgénique THY-Tau22 nous a permis de mettre
en évidence une augmentation des Iésions
tauopathiques dans les souris déficientes en TREM2
par rapport aux souris qui ne le sont pas,
uniquement a un stade avancé. Cela suggére que, a
I'instar des modeles amyloides, l'effet de Ia
déficience en TREM2 sur le décours de la tauopathie
est différent en fonction du stade considéré.

Title : Role of neuroinflammation and the TREM2 microglial receptor in the progression of two models of

tauopathy

Keywords : Tauopathy, Neuroinflammation, In vivo models

Abstract : Neuroinflammation processes appear to
play a major role in Alzheimer's disease (AD).
Recent genetic studies support this correlation
between neuroinflammation and AD and include a
gene, TREM2, expressed on microglial surface.
Tauopathy is a characteristic lesion of AD. It results
in  hyperphosphorylation and intraneuronal
aggregation of Tau protein. In the literature, only
few articles describe the role of TREM2 in the
development of Tau pathology, and they report
contradictory results. We therefore do not know
for sure whether a deficiency in TREM2 has a
deleterious effect or not on tauopathy. Thus, the
goal of my thesis is to study the role of
neuroinflammation and TREM2 in the progression
of tauopathy, in two different models. The first is
obtained by stereotaxic injection of AAV vectors
into the CA1 layer of the hippocampus of TREM2-

deficient or non-deficient mice. These vectors lead
to the overexpression of different forms of the
human tau protein, thus making it possible to
recapitulate the different tauopathy stages.

In parallel, we used a more progressive trangenic
model of tauopathy, the THY-Tau22 mouse, to
study the influence of TREM2 deficiency at
different stage of the pathology. Our study
demonstrated the toxicity of Tau soluble forms in
the AAV model compared to its aggregated forms.
The THY-Tau22 transgenic model allowed us to
demonstrate an increase in tauopathic lesions in
TREM2 deficient mice compared to wild type mice,
at late stage only. This suggests that, similar to
amyloid models, the effect of TREM2 deficiency on
the course of tauopathy is influenced by the stage
of the disease.




	Targeting Neuroinflammation to Treat Alzheimer’s Disease
	Abstract
	Introduction
	Cellular Players
	Microglia
	Astrocytes
	Oligodendrocytes
	Myeloid Cells Other than Microglia

	PAMPs and DAMPs: Inducers and Modulators of Neuroinflammation in Alzheimer’s Disease
	Endogenous Modulators
	Inflammatory Mediators
	Cytokines
	Chemokines
	Other Mediators

	Effect of Neuroinflammation on Neuronal Function
	Cytokines and Synaptic Scaling
	Microglia and Synaptic Pruning
	Inflammation and Neurogenesis
	Astrocytes and Glutamate Reuptake
	Function and Dysfunction of the Blood--Brain Barrier

	Modifiable Risk Factors for AD
	Infections
	Traumatic Brain Injury
	Smoking
	Physical Activity
	Diet and Obesity
	Lifetime Distress
	Diabetes Mellitus

	Protection by Anti-inflammatory Strategies
	Past and Present Strategies
	Non-steroidal Anti-inflammatory Drugs (NSAIDs)
	Non-NSAIDs
	Tumor Necrosis Factor- alpha Inhibitors
	Other Anti-inflammatory Drugs

	Future Strategies

	Summary and Conclusions
	Acknowledgements
	References


