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« Tout obstacle renforce la détermination »

Léonard De Vinci
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Introduction

1. Les astrocytes : leurs réles clés dans le systeme nerveux central

Les neurones ont été les premieres cellules du SNC (Systeme nerveux central) a étre décrites et ont
monopolisé I'attention de la recherche en Neuroscience pendant un siecle. Cependant, le cerveau est
également composé de cellules gliales, longtemps considérées comme de simples cellules de soutien.
Ces cellules ont été décrites pour la premiére fois par Virchow en 1856 et nommeées « nervenkitt » ou
« colle nerveuse » (Virchow, 1856). Contrairement a ce qui était couramment cité, il a été récemment
montré que le ratio neurones/cellules gliales est égal a 1 dans le cerveau humain (von Bartheld et al.,
2016). Parmi les cellules gliales, différents types cellulaires ont été identifiés : les astrocytes, la

microglie, les oligodendrocytes et les cellules NG2 (Neuronal/glial antigen 2).

I 1.1. Caractérisation des astrocytes

Les astrocytes sont des cellules caractérisées depuis longtemps par leur morphologie étoilée
(« astro- » : étoiles, « -cytes » : cellules) (Figure 1). lls ont également une position stratégique : 1/ en
contact avec les vaisseaux sanguins via leurs pieds astrocytaires, leur permettant de réguler les
échanges avec le milieu sanguin a travers la BHE (Barriere hémato-encéphalique), 2/ a proximité des
synapses, participant activement a la transmission synaptique. lls expriment des marqueurs
spécifiques comme la GFAP (Glial fibrillary acidic protein), protéine des filaments intermédiaires,
« S100 calcium-binding protein B » ou encore AldhlL1 (Aldehyde deshydrogenase 1 family member

L1), qui permettent de les identifier.

Figure 1 : Morphologie étoilée caractéristique des astrocytes.
Premiéres études des astrocytes par Ramon y Cajal lui-méme, montrant la morphologie d’astrocytes
protoplasmiques (a, ¢, d, f) et fibreux (b, e). Ces colorations mettent également en évidence le contact des

astrocytes avec les capillaires sanguins (Garcia-Marin et al., 2007).
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En conditions physiologiques, chaque astrocyte couvre un domaine tridimensionnel unique, qui se
superpose tres peu avec les astrocytes voisins (Bushong et al., 2002 ; Halassa et al., 2007 ; Figure 2).
Cependant, ils sont organisés en réseaux fonctionnels permettant une communication intercellulaire
a distance, notamment grace a la formation de jonctions communicantes entre les cellules (Theis and
Giaume, 2012). Les astrocytes sont impliqués dans de nombreux rdles vitaux pour le cerveau, allant
du soutien énergétique a une participation active dans la communication neuronale (Cf §1.2).

Figure 2 : Domaine tridimensionnel unique de chaque astrocyte.
Reconstruction en 3D des astrocytes dans le gyrus denté montrant |’organisation en domaine unique de chaque

astrocyte, avec seulement quelques prolongements en interconnexions (jaune) (Wilhelmsson et al., 2006).

Les astrocytes constituent une population cellulaire trés hétérogéne. Ramon y Cajal a été I'un des
premiers a décrire cette diversité, il y a plus de 100 ans (Miller and Raff, 1984). Les astrocytes étaient
initialement classés en deux grandes catégories. Les astrocytes fibreux sont situés dans la substance
blanche et présentent une morphologie allongée, avec des prolongements longs et fins. Les
astrocytes protoplasmiques se trouvent dans la substance grise et ont de nombreux prolongements
irréguliers (Andriezen, 1893 ; Figure 1).

Depuis, différentes classes d’astrocytes ont été décrites selon la région spécifique du cerveau. On
observe par exemple les astrocytes de la glie radiaire, présents essentiellement au cours du
développement embryonnaire, qui sont des cellules bipolaires le long desquelles les neurones
migrent jusqu’a atteindre leur position finale dans le cortex. La glie de Bergmann désigne un type
d’astrocytes présents dans le cervelet et la glie de Muller dans la rétine. D’autres populations
d’astrocytes spécialisés ont également été identifiées dans le SNC, comme par exemple les « velate
astrocytes » qui forment une gaine autour des neurones granulaires du cervelet, les « interlaminar

astrocytes » qui sont observés dans le cortex cérébral des primates (Fedorff, 2012).

Une étude trés récente a proposé une classification moléculaire des astrocytes. Cing populations
différentes d’astrocytes ont été identifiées dans le bulbe olfactif, le cortex, le tronc cérébral, le
thalamus et le cervelet sur la base du profil d’expression de marqueurs de surface (John Lin et al.,
2017). Ces 5 classes expriment différemment marqueurs moléculaires comme CD (Cluster of
differentiation) 51, CD63 et CD71, indépendamment de la région étudiée. Ces différentes
populations astrocytaires apparaissent a différents stades du développement et ont des propriétés
migratoires et prolifératives variées, ainsi qu’un réle plus ou moins important dans la synaptogenése
(John Lin et al., 2017).
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Aux vues de la complexité des astrocytes, il est essentiel de bien comprendre leurs réles en
conditions physiologiques afin d’identifier leurs impacts potentiels en conditions pathologiques,
comme dans la MA (Maladie d’Alzheimer). Les astrocytes jouent un rdle central dans le bon
fonctionnement du SNC (Figure 3). lls participent notamment au maintien de I'intégrité de la BHE, au
support métabolique pour les neurones, a I'homéostasie du glutamate et a la transmission

synaptique via la libération de gliotransmetteurs.

I 1.2. Roles des astrocytes en conditions physiologiques

‘ 1.2.a. Essentiels pour les échanges avec le systeme vasculaire

Le cerveau est I'organe qui présente la plus forte demande énergétique du corps (environ 20% pour
seulement 2% de la masse corporelle). Il requiert donc une vascularisation spécifique afin de
répondre a ses besoins en oxygene et en nutriments, tout en restant protégé contre les pathogénes
et toxines (Daneman and Prat, 2015). La BHE est composée de cellules endothéliales, de péricytes,
des pieds astrocytaires et d’une matrice extracellulaire. Chez I'adulte, les astrocytes liberent des
facteurs de croissance tels que l'angiopoiétine, favorisant la stabilisation des vaisseaux et la
diminution de la perméabilité de la BHE via la surexpression de protéines de jonction (Pfaff et al.,
2006). Les astrocytes seraient donc impliqués dans le maintien de I'intégrité de la BHE. La proximité
des astrocytes avec la BHE font d’eux de parfaits candidats pour la moduler (Alvarez et al., 2013) et

ainsi jouer un role essentiel dans les échanges avec le systéme vasculaire (Figure 3).

1.2.b. Support métabolique

Grace a leur position a proximité de la BHE et de la synapse, les astrocytes assurent
|"approvisionnement métabolique nécessaire au bon fonctionnement et a la survie des neurones. Les
astrocytes absorbent le glucose présent dans le sang en fonction de I'activité synaptique. En
particulier, selon I’'hypothese de la « lactate shuttle », en réponse a une augmentation de I'activité
synaptique, les astrocytes absorbent le glucose sanguin et I'oxyde en lactate via la glycolyse
aérobique. Le lactate est transféré aux neurones via les transporteurs des monocarboxylates pour
alimenter leur besoins accrus en énergie (Magistretti, 2006 ; Figure 3). Cependant, les neurones
seraient également capables d’utiliser directement le glucose (Magistretti, 2006) et ce, de fagon
majoritaire, comme démontré récemment par microscopie bi-photon en utilisant un analogue du
glucose marqué (Lundgaard et al., 2015). De plus, les astrocytes sont les seules cellules du cerveau
capables de stocker du glycogéne. Le glycogene représente la source d’énergie du cerveau la plus
importante pendant les périodes de faible apport en glucose, comme lors du sommeil (Magistretti,
2006).
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1.2.c. Maintien de ’'homéostasie du glutamate

Les astrocytes possedent de nombreux récepteurs et transporteurs aux neurotransmetteurs, qui leur
permettent de détecter l'activité neuronale. lls expriment par exemple des transporteurs au
glutamate (Excitatory amino acid transporter gene 1 and 2, nommeés respectivement GLAST et GLT-1
chez la souris) sur lesquels se fixe le glutamate libéré par les neurones au niveau de la fente
synaptique (Porter and McCarthy, 1997). Ces transporteurs leur permettent de limiter la
concentration du glutamate dans la fente synaptique, évitant une suractivation des récepteurs post-
synaptiques au glutamate, protégeant ainsi les neurones d’une excitotoxicité (Figure 3). Le glutamate
est ensuite métabolisé en glutamine sous I'action de la glutamine-synthase, enzyme uniquement
exprimée par les astrocytes. La glutamine est retransmise aux neurones et utilisée comme

précurseur du glutamate (Belanger et al., 2011 ; Figure 3).
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Figure 3 : Réles centraux des astrocytes en conditions physiologiques.

Les astrocytes jouent de multiples réles essentiels pour |'activité et la survie neuronale. Ils fournissent un
support métabolique et trophique aux neurones. lls maintiennent également les conditions d’homéostasie
nécessaires au bon fonctionnement des synapses en régulant les concentrations extracellulaires d’ions et de
neurotransmetteurs, tel que le glutamate. lls entrent aussi en jeu dans les défenses anti-oxydantes. Au-dela de
ces fonctions de support et d’homéostasie, les astrocytes participent activement a la transmission synaptique,
notamment via la libération de gliotransmetteurs, ainsi qu’a la maturation et I’élimination des synapses. Glut =

Glutamate, Glu = Glucose, D-ser = D-sérine.
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1.2.d. Réle actif a la synapse

Depuis une quinzaine d’années, le concept de synapse tripartite a été proposé pour intégrer les
astrocytes comme un élément a part entiére de la synapse (Araque et al., 1999). De multiples études
ont montré que les astrocytes jouent un rdle actif dans la transmission synaptique (Araque et al.,
1999 ; Perea et al., 2009). Les astrocytes libérent des gliotransmetteurs, comme le glutamate, le
GABA (Acide gamma aminobutyrique), I’ATP ou la D-sérine (Perea et al., 2009 ; Liu et al., 2000), suite
a l'augmentation de la concentration du Ca?" intracellulaire (Dani et al., 1992 ; Figure 3). Ces
gliotransmetteurs peuvent réguler directement la transmission synaptique (Panatier et al., 2011),
participant ainsi a la LTP (Potentialisation a long terme) ou a la dépression a long terme (Panatier et
al., 2006). De plus, les PAP (Prolongements astrocytaires péri-synaptiques) sont dynamiques. La
modification de la couverture de la synapse par les PAP peut fortement influencer I'efficacité
synaptique en diminuant par exemple I'efficacité de la recapture du glutamate par |'éloignement des

récepteurs astrocytaires de la fente synaptique (Oliet et al., 2001).

1.2.e. Communication astrocytaire et vague calcique

Contrairement aux neurones, les astrocytes ne sont pas électriquement excitables : ils ne propagent
pas de potentiel d’action. Cependant, ces cellules disposent d’une forme d’excitabilité basée sur des
variations de concentration calcique. Ces variations sont essentiellement asynchrones et semblent
majoritaires dans des microdomaines des prolongements astrocytaires (Bindocci et al., 2017). En
condition de stimulation prolongée, des vagues calciques peuvent apparaitre et impliquer plusieurs
astrocytes connectés. Comme un seul astrocyte est en contact avec plus d’un millier de synapses
(Bushong et al., 2002), ils peuvent activer de facon synchronisée des neurones pyramidaux de
I’hippocampe suite a une augmentation calcique et a un relargage de glutamate par les astrocytes
(Angulo et al., 2004 ; Fellin et al., 2004). Grace a cette signalisation, les astrocytes peuvent donc avoir
une action a distance de la synapse active (Cf Covelo and Araque, 2016 pour une revue compléte).

1.2.f. Maturation et élimination des synapses

Les astrocytes jouent aussi un role dans la maturation et I’élimination des synapses non seulement
au cours du développement mais aussi chez I'adulte (Chung et al., 2013 ; Figure 3). Les astrocytes
sécretent de multiples molécules favorisant la formation et la maturation de nouvelles synapses,
comme les thrombospondines (Christopherson et al., 2005 ; Chung et al, 2015). Le rOle des
astrocytes dans I'élimination des synapses peut étre indirect, via la libération de TGF-B (Transforming
growth factor 1B), induisant une surexpression de C1q au niveau de la synapse (Bialas and Stevens,
2013). Cette surexpression agit comme un signal pour guider les cellules microgliales aux synapses a
éliminer. Les astrocytes jouent également un réle direct en phagocytant les synapses via les voies
MEGF10 et MERTK (Chung et al., 2013).
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1.2.g. Participation a la défense anti-oxydante

Le role des astrocytes dans la défense anti-oxydante est connu depuis plus de vingt ans. Les
astrocytes produisent un grand nombre de molécules anti-oxydantes comme la vitamine E, I'acide
ascorbique, le glutathion, ainsi que de nombreuses enzymes impliquées dans le métabolisme du
glutathion, et ce, de facon bien plus importante que les neurones (Makar et al., 1994 ; Allaman et al.,
2011). lls favorisent ainsi la survie des neurones en condition de stress oxydatif (Tanaka et al., 1999).

Pour plus de détails sur toutes ces fonctions essentielles remplies par les astrocytes, voir Allaman et
al., 2011 ; Belanger et al., 2011 ; Alvarez et al., 2013.

2. Les astrocytes en conditions pathologiques

Les astrocytes sont capables de répondre a toutes modifications de I'homéostasie du SNC. En
conditions pathologiques, aiglies ou neurodégénératives, les astrocytes deviennent réactifs. La
réactivité astrocytaire est observée chez la plupart des mammiféres et des oiseaux. Elle est
également conservée dans de nombreuses espéces non mammiféres comme chez la grenouille ou la
lamproie, qui présentent des cellules de type astrocytaire répondant aux altérations du SNC (Bloom,
2014). Chez la drosophile, les cellules gliales, dont certaines présentent des caractéristiques
semblables aux astrocytes, ont une forte activité phagocytaire et changent également de

morphologie en présence de dégénérescence neuronale (Freeman, 2015).

Tout au long de ce manuscrit, j'utiliserai uniquement le terme de réactivité astrocytaire pour
désigner la réponse des astrocytes a toutes conditions pathologiques. Cette réactivité ne doit pas
étre confondue avec I'activation astrocytaire qui est associée a une réponse transitoire suite a leur
stimulation par des neurotransmetteurs par exemple. L’activation astrocytaire implique une
signalisation calcique et peut s’accompagner de changements morphologiques mineurs, eux-aussi
transitoires (Bernardinelli et al., 2014 ; Cf §1.2).

I 2.1. Qu’est-ce que la réactivité astrocytaire ?

La premiére description de la réactivité astrocytaire date du 19°™ siécle (Weigert, 1895). La réactivité
astrocytaire est depuis caractérisée par des changements morphologiques comme une hypertrophie
du soma et des prolongements astrocytaires (Wilhelmsson et al., 2006). Bien que I'organisation en
domaines spécifiques ne semble généralement pas altérée par la réactivité, une augmentation du
nombre de prolongements primaires ainsi qu’une polarisation des prolongements vers le site de la
|ésion ont été décrites (Bardehle et al., 2013 ; Wilhelmsson et al., 2006). La caractérisation de la
réactivité astrocytaire s’est précisée avec la découverte de protéines des filaments intermédiaires
(Eng et al., 1971). En effet, la réactivité astrocytaire induit une importante surexpression de ces
protéines, telle que la GFAP (Bignami and Dahl, 1976 ; Figure 4), la Vimentine, et la Nestine, qui sont

depuis utilisées comme marqueurs de la réactivité.
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GFAP

Figure 4 : La réactivité astrocytaire se caractérise par des changements morphologiques et la surexpression
de la GFAP.

A) Niveau d’expression basal de la GFAP (rouge) par les astrocytes dans I"hippocampe de souris sauvages, B)
Surexpression de la GFAP, caractéristique de la réactivité astrocytaire, observée notamment a proximité des

plaques amyloides (bleu) dans des souris modeles de la MA (souris APP/PS1dE9). Echelle = 30 um.

Ces changements morphologiques sont accompagnés de nombreuses modifications
transcriptionnelles plus récemment identifiées. Celles-ci incluent la surexpression de génes comme
Lipocaline-2 et Serpina3n (Zamanian et al., 2012). La réactivité astrocytaire est connue comme
signature commune a de nombreuses maladies. Mais ce n’est pas pour autant un phénomene de
« tout ou rien » homogéne. En effet, Zamanian et collaborateurs ont également mis en avant
I'hétérogénéité de la réactivité astrocytaire en fonction du contexte pathologique. Bien que de
nombreux genes soient communs entre deux contextes pathologiques donnés (injection de LPS
(Lippopolysaccharide) ou ischémie), plus de 50% des génes modulés par la réactivité sont dépendant
de la pathologie (Zamanian et al., 2012). Ces résultats suggerent donc qu’en fonction du stimulus, les

modifications transcriptionnelles et fonctionnelles peuvent étre différentes.

La forme la plus sévéere de ce phénomeéne graduel est certainement la formation de la cicatrice gliale
induite par une rupture du parenchyme cérébral. La cicatrice gliale est irréversible et induit un
remodelage morphologique majeur des astrocytes entourant I'ensemble de la |ésion afin de séparer
les neurones sains des neurones endommageés. Les effets de cette barrieére peuvent étre bénéfiques
ou déléteres (Anderson et al., 2016). Je ne développerai pas la controverse autour de I'impact de

cette cicatrice gliale dans ce manuscrit (Cf Burda et al., 2016 pour une revue compléte).

La réactivité astrocytaire est donc non stéréotypique et extrémement sensible au contexte
pathologique. Une étude tres récente propose une classification des astrocytes réactifs selon deux
classes majeures : les astrocytes réactifs Al ou A2 (Liddelow et al., 2017). Cette classification repose
sur I'expression de génes spécifiques a chaque classe. Les astrocytes Al expriment par exemple les
génes Serpingl, H2-D1, Gbp2 et Fbin5. lls perdraient leur capacité a promouvoir la croissance
axonale, la synaptogenese, la survie neuronale ainsi que leur fonction de phagocytose. lls sont donc
considérés comme neurotoxiques et sont observés dans de nombreuses maladies
neurodégénératives comme la MA, la maladie de Huntington ou encore la sclérose latérale

amyotrophique.
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A l'inverse, les astrocytes A2 auraient des fonctions bénéfiques comme la libération de facteurs
neurotrophiques. lls surexpriment par exemple les génes Tm4sfl, Cd14, Ptx3, Emp1 et Tgml1. Cette
classe d’astrocytes A2 est majoritairement observée dans un modele d’ischémie, favorisant la survie
neuronale et la réparation des tissus. De plus, cette étude met en avant l'importance de la
communication intercellulaire entre les astrocytes et la microglie. En effet, I'injection de LPS induit
majoritairement une réponse astrocytaire de type Al via une signalisation microgliale. En absence de
microglie, aucun astrocyte Al n’est observé aprés injection de LPS. Les cytokines telles qu’IL-1a
(Interleukine 1a) ou TNF (Tumor necrosis factor), libérées par la microglie activée, favorisent le
phénotype Al des astrocytes réactifs. Ces résultats suggerent donc que la proportion d’astrocytes Al
(neurotoxiques) et A2 (protecteurs) est dépendante du contexte pathologique et impacte la fonction

neuronale.

Aux vues des multiples réles clés des astrocytes dans le SNC en conditions physiologiques, il est facile
d’imaginer que de nombreuses altérations fonctionnelles sont engendrées par les changements
transcriptionnels et morphologiques liés a la réactivité. Les altérations fonctionnelles rapportées

dans le contexte de la MA seront détaillées dans le chapitre 4.

I 2.2. Voies de signalisation impliquées dans la réactivité astrocytaire

La réactivité astrocytaire est induite par tout stimulus altérant 'homéostasie du SNC. Les voies de
signalisations conduisant a la réactivité sont donc nombreuses. Nous avons écrit en 2015 une revue
détaillant quatre voies majoritaires impliquées dans cette réactivité (Figure 5) : la voie NF-kB
(nuclear factor-kappa B), la voie des MAPK (Mitogen-activated protein kinases), la voie NFAT (Nuclear
factor of activated T-cells) / Calcineurine et la voie JAK2-STAT3 (Janus kinase 2/ Signal transducer and
activator of transcription 3) (Publication 1 en annexe).
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Figure 5 : Voies de signalisations majeures impliquées dans la réactivité astrocytaire.

De nombreuses molécules sont libérées par les neurones en souffrance, la microglie réactive ou les astrocytes
eux-mémes et peuvent se fixer sur des récepteurs spécifiques présents a la membrane astrocytaire. Ces
signaux peuvent activer des voies de signalisations impliquées dans la réactivité astrocytaire comme la voie
JAK-STAT3 (rouge), des MAPK (vert), Calcineurin/NFAT (violet) ou la voie NF-kB (orange). Abréviations : NFAT
RE = NFAT responsive element, GF-R = Growth factor receptor, GPCR = G-protein coupled receptor (Schéma tiré

de la publication 1 en annexe).

Ces voies de signalisation, bien caractérisées dans des modeles aigus, sont aussi activées dans de
nombreuses maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson, la maladie de
Huntington, et la MA. Je fais ici le choix de ne pas redévelopper I'ensemble de ces voies ainsi que
leurs roles, qui sont détaillés dans la publication 1 en annexe. La voie JAK2-STAT3, qui est au centre

de mon projet de these, est détaillée dans le prochain paragraphe.

I 2.3. La voie JAK2-STAT3 : voie centrale dans la réactivité astrocytaire

L'importance de la voie JAK2-STAT3 a été amplement détaillée dans |la publication 2 en annexe,
revue écrite en 2016, dont je suis premiere auteur. Pour résumer, cette voie ubiquitaire est
impliquée dans la modulation de la transcription de genes responsables de nombreux mécanismes
au cours du développement, dans la croissance cellulaire, la prolifération et la différentiation. Cette
voie est activée par des polypeptides comme des hormones, des facteurs de croissances et des
cytokines de la famille des interleukines (IL-6, CNTF (Ciliary neurotrophic factor) par exemple) suite a
leur fixation sur les récepteurs (Figure 6). Les changements conformationels de la partie

intracellulaire du récepteur rapprochent les domaines kinases de deux JAKs (Brooks et al., 2014).
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Les JAKs sont des tyrosine-kinases associées au récepteur qui peuvent se phosphoryler les unes et les
autres mais aussi phosphoryler le récepteur sur plusieurs résidus. Ceci engendre le recrutement au
récepteur du facteur de transcription STAT3 et sa phosphorylation par JAK2 sur la tyrosine 705 (Lim
and Cao, 2006). Les protéines P-STAT3 se dimérisent et s’accumulent dans le noyau. Ces diméres P-
STAT3 se lient a des séquences spécifiques nommeées « STAT3-responsive element » sur le promoteur
des geénes ciblent et induisent leur transcription (Darnell, 1997; Shuai et al., 1994). Parmi ces génes
ciblent, on retrouve les genes GFAP, Vimentine et STAT3 lui-méme (Hutchins et al., 2013).

The JAK-STAT3
canonical pathway
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Figure 6 : Représentation de la voie JAK2-STAT3 et sa régulation.

La voie JAK2-STAT3 canonique (centre) est induite par la liaison de cytokines, hormones ou facteurs de
croissance a leurs récepteurs. STAT3 est aussi impliqué dans des voies de signalisations alternatives (gauche).
Il peut étre directement phosphorylé par des récepteurs avec une activité tyrosine kinase ou par les MAP
kinases. Les récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs) peuvent aussi phosphoryler JAK conduisant a la
phosphorylation de STAT3, induisant sa dimérisation et I'activation de la transcription de géenes cibles. STAT3
peut également subir de multiples modifications post-traductionnelles (PTMs). STAT3 est également impliqué
dans des fonctions non canoniques (droite). STAT3 contribue notamment au maintien des faisceaux de
microtubules en prévenant la séquestration de la tubuline par les stathmines (St). Il est également présent a la
mitochondrie ou il régule la production d’énergie, les défenses anti-oxydantes et I'apoptose. Enfin, STAT3
réprime I'autophagie en inhibant les récepteurs aux protéines kinases (PKR) et en stabilisant la chromatine en
liant HP1. La voie JAK2-STAT3 peut étre inhibée par au moins trois mécanismes : 1/ déphosphoryraltion des
récepteurs, 2/ inhibition directe des JAKs par les protéines SOCSs, 3/ inhibition de la liaison a I’ADN par les PIAS
(Protein inhibitors of activated STAT). Abréviations : Ac = Acétylation, M = Méthylation, P = Phosphorylation, K
= Lysine, S = Sérine, Y = Tyrosine, SRE = STAT responsive element (Schéma et légende adaptés de la publication

2 en annexe).
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Plusieurs inhibiteurs de la voie JAK-STAT ont été identifiées comme les SOCSs (Suppressors of
cytokine signaling) et les « Protein inhibitors of activated STAT » (Heinrich et al., 2003). Les SOCS
inhibent cette voie par deux mécanismes: 1/ en favorisant I'ubiquitination des JAKs et leurs
récepteurs associés, permettant leur dégradation par le protéasome, 2/ en inhibant directement
I'activité kinase de JAK2 (Babon et al., 2014). SOCS3 est I'inhibiteur le plus efficace et spécifique
puisqu’il a la capacité de lier JAK2 et le récepteur phosphorylé simultanément, agissant alors comme
un pseudo-substrat de JAK2 (Kershaw et al., 2013). L’expression de SOCS3 est fortement induite par
la voie JAK2-STAT3, effectuant un rétrocontrole sur la voie (Cf Publication 2 en annexe pour une

description détaillée des mécanismes de rétrocontréle).

Nous avons montré une accumulation nucléaire de STAT3 dans de plusieurs modeéles de maladies
neurodégénératives (Publication 3 en annexe). Cette activation semble étre une caractéristique
commune de la réactivité astrocytaire entre différentes maladies, différents régions du cerveau mais
également conservés au cours de I'évolution puisqu’elle est observée dans de nombreuses espéces
allant de la drosophile au singe (Doherty et al., 2014 ; Publication 1 en annexe). La voie JAK2-STAT3

apparait donc comme une voie conservée et centrale dans I'induction de la réactivité astrocytaire.

3. La maladie d’Alzheimer

La MA est la maladie neurodégénérative et la cause de démence la plus fréquente. Elle a été
caractérisée pour la premiere fois par Alois Alzheimer, neurologue allemand, en 1906. Il a examiné
une patiente agée de 51 ans, Auguste D., souffrant de pertes de mémoire, du langage et de troubles
psychologiques. A son déces, il a décrit les principales caractéristiques histologiques de cette
pathologie telle qu’une atrophie du cerveau, et deux types de dépdts a I'intérieur et a I'extérieur des
cellules neuronales, les DNF (dégénérescences neurofibrillaires) et les plaques amyloides (Alzheimer
etal., 1995).

Une démence est un syndrome dans lequel on observe une perte progressive de mémoire, une
dégradation du raisonnement, du comportement et de I'aptitude a réaliser les activités quotidiennes.
On compte 47,5 millions de personnes atteintes de démence dans le monde, dont 60 a 70% des cas
seraient diagnostiqués comme la MA (Source : Organisation Mondiale de la Santé ; OMS). En France,
900 000 personnes sont atteintes de cette maladie. Les études épidémiologiques estiment qu’en
2020, 1 Francais sur 4 de plus de 65 ans pourrait étre touché par la MA (Source : Fondation pour la
Recherche Médicale). Cette maladie représente un enjeu social et économique énorme étant donné
qgue 'OMS estime qu’en 2010, le co(t sociétal total lié a la démence dans le monde était de 604

milliards de dollars.

Bien que de nombreux facteurs de risques aient été identifiés, comme des facteurs génétiques
(ApoEed, TREM2, etc. ; Cf §3.3.c), des facteurs de comorbidité (maladies cardiovasculaires, maladies
vasculaires cérébrales, diabétes, dépression, etc.; (Jorm, 2001)), des facteurs environnementaux
(aluminium, alimentation riche, manque de sport, etc.; (Flaten, 2001)), ou le sexe (plus forte
incidence chez les femmes ; (Gao et al., 1998)), le principal facteur de risque pour la MA est I'dge (Cf

Publication 4 en annexe pour plus de détails sur ces facteurs de risques). 95 % des formes sont
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sporadiques et apparaissent au-dela de 70 ans. Les 5% des cas restants sont dus a des mutations
dans des génes responsables de la production de peptides AR (amyloides beta), I'un des principaux
marqueurs de cette pathologie. Ces formes familiales, héréditaires, apparaissent précocement,
autour de 50 ans (Blennow et al., 2006).

I 3.1. Symptomes et physiopathologie

‘ 3.1.a. Symptomes cliniques

Les symptomes cliniques associés a la MA sont apparentés a la démence. Les patients développent

de nombreuses altérations cognitives, dont les plus connues sont les altérations mnésiques.

La mémoire se décompose en mémoire a court terme et mémoire a long terme, cette derniére se
formant suite a la consolidation de la mémoire a court terme. On observe trois types majeurs de
mémoire a long terme : la mémoire procédurale (liée aux automatismes), la mémoire perceptive
(dépendante des modalités sensorielles) et la mémoire déclarative (mémoire des événements et des

faits), elle-méme subdivisée en mémoire épisodique et sémantique.

La MA se caractérise principalement par une altération de la mémoire épisodique (Nestor et al.,
2006). Cette sous-classe de mémoire a long terme nous permet de nous souvenir d’événements
vécus avec leur contexte. Chez les patients atteints de la MA, les souvenirs anciens datant de
I’adolescence par exemple, sont épargnés plus longtemps que les souvenirs récents. La mémoire
épisodique fait appel notamment aux réseaux neuronaux de I’hippocampe et plus généralement a la

face interne des lobes temporaux (Figure 7).

Cortex cingulaire Corps calleux
antérieur

Cortex cingulaire

postérieur

Thalamus

Figure 7: Schéma représentant la face interne de I'hnémisphére cérébral droit.
La face interne de I’'hémisphére droit est le siege de la mémoire épisodique. L’hippocampe est I'une des régions

les plus vulnérables dans la maladie d’Alzheimer (Source : INSERM).

Ces pertes de mémoire s’accompagnent généralement de troubles du langage (aphasie), de
problémes moteurs (apraxie) et d’'une incapacité a reconnaitre des objets ou des visages pourtant
familiers (agnosie). Certains patients développent également des psychoses (hallucinations), et
souvent une importante agitation et agressivité. Tous ces symptomes conduisent a une perte

d’autonomie du patient (Masters et al., 2015).
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3.1.b. Caractéristiques histologiques

Chez les patients atteints de la MA, I'hippocampe, le néocortex et le cortex entorhinal sont trois
régions particulierement vulnérables. Elles présentent une forte atrophie (Pini et al., 2016 ; Figure 8).
L’atrophie de I'hippocampe semble particulierement corrélée a la sévérité des déficits de mémoire
épisodique des patients (Sarazin et al., 2010). De plus, une atrophie des régions subcorticales telles
que I'amygdale, le thalamus, le striatum et les ganglions de la base, peut étre également observée
plus tardivement (voir Pini et al., 2016 pour plus de détails). L'atrophie de ces différentes régions
peut étre suivie de fagon trés précise grace aux différentes techniques d’IRM (Imagerie par
résonnance magnétique) et est donc utilisée a des fins diagnostiques (Cf §3.2). Au niveau cellulaire,

une importante perte des neurones cholinergiques est observée (Schliebs and Arendt, 2006).

Contréle Patient B

Figure 8 : Caractéristiques histologiques observées chez les patients atteints de la MA.
A) Atrophie cérébrale, B) Plaques amyloides, C) Dégénérescences neurofibrillaires, D) Neuroinflammation :
Cellules microgliales (Bleu ; gauche) et astrocytes réactifs (Bleu ; droite) autour d’une plaque amyloide (Brun)

dans le cerveau de patients atteints de la MA (Heneka et al., 2015).

Les plaques amyloides (Figure 8) sont une des caractéristiques majeures de la MA. Elles se
composent de peptides AP de 39 a 43 acides aminés, provenant de la protéolyse de la protéine APP
(Glycoprotéine transmembranaire précurseur de I'amyloide). Les peptides AB solubles sont libérés
suite au clivage séquentiel de I’APP par I'enzyme BACE1 (B-sécrétase) suivi du clivage intra-
membranaire par la y-sécrétase. Cette voie est nommée voie amyloidogénique. A l'inverse, si le
clivage de I'APP est initié par I'a-sécrétase, le fragment P3 est libéré. On appelle cette voie non
amyloidogénique, qui est non pathologique (Figure 9). La y-sécrétase est constituée de 4 sous-unités
dont la PS1 (Préséniline 1), PS2, nicastrine et Aphla (Anterior pharynx-defective 1). Des mutations
dans les génes de I'App (chromosome 21), Ps1 ou Ps2 (chromosome 14 et 1 respectivement) sont
responsables des formes familiales de la MA (Goate et al, 1991 ; Levy-Lahad et al., 1995 ;
Schellenberg et al., 1992). Ces formes familiales sont a la base de I’hypothése de la cascade amyloide,
développée dans le paragraphe 3.3.a.

Les plaques neuritiques sont des dépd6ts d’AB associés aux neurites dystrophiques. La présence et
I’évolution des plaques neuritiques sont évaluées grace au score CERAD (Consortium to Establish a
Registry for Alzheimer’s disease). Le score CERAD s’étale de 0 a 3, le score O notifiant I'absence de
plague neuritique. Un score égal a 1 correspond a des dépots épars et le score 3 a une forte présence

de plaques neuritiques (Mirra et al., 1991).
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De plus, une CAA (Angiopathie amyloide cérébrale) est observée dans 80% des cas de la MA (Thal et
al., 2008). Les dépots vasculaires sont observés dans les artéres ou les capillaires et peuvent
entrainer une occlusion des capillaires ou des modifications du flux sanguin. Ils sont principalement
composés d’AB40, contrairement aux plaques amyloides dans lesquels le ratio AB40/AB42 est plus
faible (Roher et al., 1993). On distingue 3 stades de CAA, corrélés avec la formation des plaques

amyloides dans le SNC, en fonction de leur région d’apparition (Thal et al., 2008).

A. Voie non amyloidogénigue B. Voie amyloidogénique
5
2
'3) y-sécrétase \ah a-sécrétase B -sécrétase y-sécrétase Q Oligoméres Fibrilles Plaque
R == 5T = — [ a— =
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Figure 9 : Métabolisme de I'APP, pouvant conduire a la production de peptides AB.

A) L'APP est clivée par I'a-sécrétase libérant deux fragments : C83 (83-residue carboxyl-terminal fragment) et
sAPPa ayant des propriétés neurotrophiques. Le fragment C83 est ensuite clivé par la y-sécrétase libérant les
fragments AICD (APP intracellular domain) et P3, B) L’APP est anormalement clivée par la B-sécrétase libérant
un fragment C99 et sAPPB. Le fragment C99 est clivé également par la y-sécrétase produisant le fragment AICD
et un fragment pathologique AB composé de 39 a 43 acides aminés. L’AB soluble peut ensuite s’agréger en

oligomeres, fibrilles puis plaques amyloides.

La présence de dégénérescences neurofibrillaires intra-neuronales (Figure 8), composées de formes
hyperphosphorylées de la protéine Tau, est également une caractéristique essentielle de la MA. La
protéine Tau 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 en conditions physiologiques. I
existe 6 isoformes de cette protéine, obtenus par épissage alternatif du pré-ARNm issu du gene
MAPT, situé sur le chromosome 1721 (Neve et al., 1986). Ces isoformes se distinguent par les exons
présents dans le domaine N-terminal et les séquences répétées dans le domaine de liaison aux
microtubules (Wang and Mandelkow, 2016 ; Figure 10). Ces séquences peuvent étre présentes sous
forme de trois ou quatre répétitions, dénommées formes 3R ou 4R (Andreadis, 2012). Les isoformes
de Tau sont anormalement en déséquilibre dans le cerveau des patients. La protéine Tau peut étre
anormalement phosphorylée sur de nombreux sites Ser (Sérine)/Thr (Thréonine) au niveau des deux
domaines riches en proline : Ser-202/Thr-205, Ser-214 et/ou Ser-212, Thr-231 et/ou Ser-235, et Ser-
396/Ser-404 (Figure 10). Cette phosphorylation anormale de la protéine Tau diminue son affinité
pour les microtubules ce qui conduit a la dissociation de Tau et la désintégration des microtubules
(Figure 10). L'évolution et les roles des DNF dans la pathologie seront développés dans le paragraphe
3.3.b.
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Figure 10 : Formation de dégénérescences neurofibrillaires suite a ’hyperphosphorylation de la protéine Tau.
A) Structure des 6 isoformes la protéine Tau. N1, N2 = inserts dans le domaine N terminal ; R1, R2, R3, R4 =
sites de liaisons aux microtubules (Wang and Mandelkow, 2016), B) Principaux sites de phosphorylation et sites
de reconnaissances des principaux anticorps. Certaines phosphorylations sont observées dans les cerveaux
sains (vert), dans les cerveaux sains ou de patients atteints de la MA (bleu), alors que d’autres sont strictement
pathologiques (rouge). La localisation des épitopes des anticorps sont indiqués par une fleche jaune. S = Sérine,
T = Thréonine (Luna-Mufioz et al., 2013), C) La protéine Tau est une protéine associée aux microtubules. Elle
interagit avec la tubuline afin de moduler la stabilité des microtubules neuronaux. Lorsque Tau est
hyperphosphorylée, elle se dissocie des microtubules induisant leur désintégration. Les protéines Tau
hyperphosphorylées peuvent alors s’agréger et former des dépots intra-neuronaux: les dégénérescences

neurofibrillaires (Source : National Institute on Aging/U.S. National Institutes of Health).

La MA est loin d’étre une maladie neurodégénérative homogene. En effet, en plus des dépots
amyloides et DNF, marqueurs classiques de la MA, certains patients présentent des dépots d’a-
synucléine. Cette protéine pré-synaptique est observée sous forme agrégée dans les plaques
amyloides et dans les terminaux synaptiques des neurones en dégénérescence (Brookes and St Clair,
1994). Une forte augmentation de la concentration en a-synucléine est également mesurable dans le
LCR (liquide céphalorachidien) des patients atteints de la MA (Tateno et al., 2012). Son r6le ne sera
pas développé dans ce manuscrit (Cf Wirths and Bayer, 2003 pour plus de détails).
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Ces trois protéines anormalement conformées sont a la base de I’hypothése« prion-like » de la MA
(Goedert, 2015) qui propose que les protéines mal conformées peuvent induire une mauvaise
conformation des protéines physiologiques, permettant leur propagation au sein du SNC. Ceci
suggere également une certaine transmissibilité de la MA (Jaunmuktane et al., 2015). Cette derniére
affirmation reste controversée et ne sera pas développée dans ce manuscrit (Cf Eisele and
Duyckaerts, 2016 pour une revue détaillée).

Enfin, une forte neuroinflammation est observée dans le cerveau des patients, notamment autour
des plaques amyloides (Figure 8). La neuroinflammation joue un réle important dans de nombreuses
maladies neurodégénératives. Elle est caractérisée par une réactivité astrocytaire, une réactivité

microgliale, voire par le recrutement de cellules immunitaires du systéme périphérique (Cf §3.3.c).

I 3.2. Diagnostic de la maladie d’Alzheimer

La premiere étape du diagnostic de la MA est la caractérisation du déclin cognitif, notamment les
déficits de mémoire épisodique. De multiples tests sont aujourd’hui disponibles en clinique pour
caractériser la démence. Deux tests sont majoritairement utilisés : I’échelle de mémoire de Wechsler
et le FCSRT (Free and cued selective reminding test). Le premier consiste au rappel immédiat de la
mémoire. Il permet d’évaluer la mémoire épisodique en quatre épreuves : 1/ évaluation de la «
mémoire logique », la personne doit restituer deux textes lus par le testeur; 2/ évaluation de la
capacité de « reproduction visuelle » ou la restitution concerne des figures géométriques; 3/
épreuve des « mots couplés » ol il y a apprentissage de 10 couples de mots en trois essais ; 4/
évaluation de la « mémoire de travail visuo-spatiale » ou le patient doit restituer des symboles. Le
FCRST est divisé en deux grandes phases. La premiéere phase consiste également au rappel immédiat
de la mémoire, la seconde fait appel a la mémoire a long terme. Pour chaque phase, le sujet dispose
de 2 minutes pour se souvenir librement des images ou mots présentés auparavant, puis des indices
lui sont donnés. Vingt minutes apres cette premiére phase, le patient est confronté a une nouvelle
phase de rappels libres puis indicés. Le FCSRT semble étre le plus adapté pour diagnostiquer des
altérations de la mémoire épisodique (Derby et al., 2013) et corrélent avec l'atrophie de
I’'hippocampe des patients (Sarazin et al., 2010). Ce sont ces déficits de mémoire qui poussent

généralement les patients a consulter, ne permettant qu’un diagnostic tardif de la MA.

Une atrophie du cortex et de I’hippocampe est ensuite recherchée. Parmi les principaux
biomarqueurs de la MA visibles en IRM, I'atrophie de I'hippocampe est la mieux documentée (Figure
11 A). Son suivi est utilisé pour déterminer la progression de la pathologie (Jack et al., 2011). Les
différentes techniques d’IRM disponibles aujourd’hui permettent également d’obtenir des images a
haute résolution et de quantifier in vivo I'atrophie de régions corticales spécifiques (en termes de
perte de volume, de changements morphologiques et d’épaisseur corticale). Néanmoins, ces

atrophies ne sont pas spécifiques de la MA et ne permettent donc pas de poser un diagnostic absolu.
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Controle MA

Figure 11 : L'imagerie pour le diagnostic de la MA.

A) Atrophie de I"hippocampe visible par IRM chez les patients atteints de la MA (droite) par rapport aux
controles (gauche) (Xu et al., 2013), B) Imagerie TEP de plaques PIB" (Klunk et al., 2004), C) Hypométabolisme
visible en imagerie TEP du [18F]-FDG (Klunk et al., 2004).

Par imagerie TEP (Tomographie a émission de positrons), il est également possible de visualiser chez
les patients la présence de plaques amyloides (Figure 11 B). Le traceur PIB (*'C-labelled Pittsburgh
compound B) est I'un des plus utilisés pour le diagnostic puisqu’il corréle bien avec les dépots
amyloides observés dans le cerveau des patients post mortem (lkonomovic et al., 2008). Le
développement de ces techniques d’imagerie ont permis de mettre en évidence un stade
préclinique, au cours duquel les patients présentent des plaques amyloides PIB®, sans aucune
altération cognitive (Mintun et al., 2006). Cependant, le pourcentage d’individus présentant des
plaques amyloides PIB* qui progresseront vers une phase symptomatique n’est pas établi (Dubois et
al., 2014), compliquant les possibilités de diagnostic précoce. Des traceurs reconnaissant Tau sont
essentiels pour favoriser le diagnostic de la MA et améliorer I'évaluation des thérapies. Des traceurs
sont actuellement en développement et commencent a étre utilisés en clinique pour le diagnostic de
différentes tauopathies, y compris la MA (traceurs THK5317, THK5351, AV-1451, et PBB3) (Saint-
Aubert et al., 2017). Néanmoins, de plus amples études sont nécessaires afin de mieux caractériser
leurs propriétés de liaison a la protéine Tau. La validation de ces traceurs permettra de distinguer les
sujets Alzheimer pré-symptomatiques (AB", Tau®) des sujets asymptomatiques a hauts risques pour la
MA (AB", Tau’) et d’affiner la détermination de I'avancement de la pathologie selon les stades de
Braak (Schéll et al., 2016 ; Cf §3.3.b). Le [18F]-FDG ([18F]-fluorodeoxyglucose ; Figure 11 C), un
analogue du glucose marqué au Fluor 18, permet également de mettre en évidence un
hypométabolisme cortical par imagerie TEP chez les patients atteints de la MA (Fukuyama et al.,
1994).

Un dernier aspect du diagnostic de la MA est la mesure de la concentration des peptides A (AB40 et
AB42 essentiellement ; anormalement basse car inversement corrélée a la quantité d’AB dans le
cerveau) et de la protéine Tau totale et de formes phosphorylées (concentrations anormalement
hautes) dans le LCR (Dubois et al., 2014).
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La validation du diagnostic ne peut se faire que post mortem. Cette validation se fait grace au score
ABC, basé sur les stades de Thal (A = Amyloide ; §3.3.a), les stades de Braak (B ; pathologie Tau;
§3.3.b) et I'étendue des plaques neuritiques (C = CERAD). Cette échelle de diagnostic permet de
classer les changements neuro-pathologiques liés a la MA en 4 classes (nuls, faibles, modérés et
forts). Les changements modérés et forts sont considérés comme étant suffisants pour expliquer la
démence (Montine et al., 2012).

3.3. Quels sont les mécanismes pathologiques de la maladie
d’Alzheimer ?

Basées sur les observations histologiques, deux grandes hypothéses cherchent a expliquer la cause
de la MA : I'hypothese de la cascade amyloide et la pathologie Tau. Plus récemment, un troisieme

mécanisme a été proposé comme étant au centre de cette pathologie : la neuroinflammation.

3.3.a. L’hypothese de la cascade amyloide

L'hypothese de la cascade amyloide a été proposée pour la premiére fois il y a plus de 20 ans. Elle
suggére que les dépots d’AB sont la premiére cause de la neurodégénérescence observée dans la
MA (Hardy and Higgins, 1992).

Comme expliqué par la figure 9, les peptides AP sont produits suite au clivage successif de I’APP par
la B-sécrétase et la y-sécrétase. Ces peptides solubles, hautement toxiques (Walsh and Selkoe, 2007),
peuvent s’agréger et former des plaques amyloides. La cascade amyloide est une hypothése neuro-
centrique, linéaire, qui suppose que les peptides AB initient la cascade lorsqu’ils s’agregent puis
induisent par la suite la pathologie Tau, les altérations synaptiques, la perte neuronale et
inévitablement les déficits cognitifs (Figure 12). Cette hypothéese est soutenue par la présence de
formes familiales de la maladie, liées uniquement a des mutations sur des genes impliqués dans le

métabolisme de I'APP et la production de I'AB.
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