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Avant propos

Le systéme nerveux et le systtme immunitaire interagissent selon des régles particuliéres
qui constituent une régionalisation du fonctionnement du systéme immunitaire, nommé « privilége
immun ». Pour réaliser ces fonctions, les composants cellulaires et moléculaires du systéme
immunitaire doivent apprendre quelles sont les entités potentiellement dangereuses qui existent
dans le systéme nerveux central (SNC), sélectionner le mode de réponse approprié, permettre

'accés au SNC, et enfin, isoler et éradiquer le danger.

Bien que le systéme immunitaire défende le SNC contre les infections, il sécréte aussi des
substances capables de tuer nos irremplagables cellules nerveuses : les neurones. L'organisme
minimise cette destruction en restreignant le trafic des cellules immunitaires au travers des
vaisseaux sanguins qui irriguent le cerveau. Aussi, les réponses immunitaires qui surviennent au
sein du SNC sont, en regle générale, d’amplitude moindre qu’en périphérie. Le SNC est ainsi trés

largement percu comme un sanctuaire immunologique, ce qui est loin d’étre exact.

Dés le milieu du XX® siécle, un ensemble d’études utilisant des tumeurs transplantables a
révélé le caractére « immuno-privilégié » du tissu nerveux : les greffes de tumeurs ou de tissus
embryonnaires persistent plus longtemps dans le parenchyme nerveux qu’en périphérie (Medawar,
1948). D’un point de vue immunologique, il a d’abord été considéré que les greffons intracérébraux
persistent dans le parenchyme nerveux, non par le fait d’'un état de tolérance, mais parce que leur
présence est ignorée. Ce statut immunologique particulier est la conséquence de caractéristiques
anatomiques particuliéres, comme la présence d'une barriére hémato-encéphalique (BHE) et
I'absence d’un drainage lymphatique conventionnel, mais il résulte aussi de nombreux facteurs
cellulaires et moléculaires qui freinent les réponses immunitaires. C'est grace a I'existence de
mécanismes régulateurs multiples, que I'allotransplantation de cellules neuronales fcetales a été
envisagée en clinique, dans le cas d’affections neurodégénératives telles que les maladies de
Parkinson ou de Huntington. Pourtant, le potentiel immunosuppresseur du SNC peut étre

insuffisant dans certaines circonstances : c’est ainsi que I'utilisation de transplants xénogéniques



conduit généralement a un phénoméne de rejet. Il apparait donc que la connaissance approfondie
des mécanismes gouvernant les réponses immunitaires dans le tissu nerveux est nécessaire pour
développer a bon escient de nouvelles approches thérapeutiques, en particulier celles faisant

appel a la xénotransplantation.

Certains composants du systéme immunitaire, comme les lymphocytes T (LT), paraissent
essentiels dans le processus de rejet de xénogreffes. C’est pourquoi la présente étude a tenté
d’expliquer de quelles maniéres les lymphocytes, depuis leur lieu de résidence dans les tissus
périphériques, pouvaient étre engagés comme effecteurs dans le SNC. Nous évoquerons aussi
'afférence antigénique, c’est a dire les possibilitts de reconnaissance et de transport des
antigénes du transplant depuis le SNC jusqu’au systéme immunitaire systémique, un circuit qui

pourrait étre essentiel dans les interactions neuro-immunologiques.
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Immunologie du systéme nerveux central

11 Les composants cellulaires et leur immunophénotype dans le SNC sain

La fonction du systéme nerveux est de percevoir les stimuli provenant a la fois des milieux
intérieurs et extérieurs. Ceux-ci sont ensuite analysés et intégrés pour provoquer des réponses
adaptées et coordonnées au niveau des différents organes effecteurs. Le systéme nerveux est
constitué d’un réseau intercommunicant de cellules ultra-spécialisées, les neurones, qui
constituent la plupart des récepteurs sensoriels, les voies de conduction et les lieux d'intégration et
d’analyse.

Le SNC est organisé en substance blanche et substance grise, disposées autour des cavités
ventriculaires. La substance grise est principalement constituée par les corps cellulaires des
neurones et est peu vascularisée, tandis que la substance blanche comporte surtout des faisceaux
de fibres nerveuses, dont les lipides de la myéline qui les recouvrent lui donnent son aspect
blanchatre. La vascularisation y est plus développée mais, par la présence de la BHE, reste
toujours soumise a des régles de perméabilité spécifiques au SNC. Cependant, histologiquement,
tout le systéme nerveux se compose essentiellement de neurones, seuls varient leur arrangement
et leur tissu de soutien, la glie, qui est composée de 4 types cellulaires : oligodendrocytes,
astrocytes, cellules épendymaires et cellules microgliales, ces derniéres ayant la particularité

d’avoir une origine hématopoiétique.

1.1.1 Les neurones

Les neurones sont des cellules hautement différenciées, spécialisées dans la communication
intercellulaire et dont la disparition est a I'origine de nombreuses pathologies dont les maladies de
Parkinson ou d’Alzheimer. S’ils sont indirectement l'objet d’attaques lors de maladies auto-

immunes, ils sont immunologiquement défavorables a toute action du systéme immunitaire. Leur
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haut degré de spécialisation est responsable de la perte de hombreux marqueurs immunologiques.
Cette absence est surtout le fait d’'une suppression active due a l'activité électrique des cellules
nerveuses. Ainsi les dommages du systéme nerveux se traduisent par un blocage de [l'activité
électrique qui entraine I'expression de certaines molécules de I'immunité sur les neurones et les
cellules gliales voisines (Neumann et al., 1995 ; Neumann et Wekerle, 1998). Les neurones ont
donc un phénotype qui dépend de leur morphologie et du type de neurotransmetteurs qu'ils
sécrétent. lls sont immunologiqguement inertes et nous verrons que par la synthése de
neurotransmetteurs agissant sur les cellules microgliales, ils peuvent méme limiter la réponse

inflammatoire dans le cerveau.

1.1.2. Les cellules gliales

C’est le pathologiste allemand Rudolf Virchow qui, en 1846, fut a l'origine du concept de glie
aprés avoir décrit ce qu’il appelait un Nervenkitt, c'est a dire un mastic ou une substance assimilée
a de la glue (d’'ou le terme glie). La glie comprend toutes les cellules du SNC autres que les
neurones. Ces cellules trés ramifiées constituent presque la moitié de la masse totale du SNC qui
contient donc peu de matériel extracellulaire. La glie a des relations étroites et essentielles avec
les neurones, leur assurant un support mécanique et métabolique. On distingue quatre types
principaux de cellules gliales : les oligodendrocytes, les astrocytes, la microglie et les cellules

épendymaires (Fig. 1).

1.1.2.1 Les oligodendrocytes :

Les oligodendrocytes sont les cellules gliales les plus nombreuses de la substance blanche. Leur
seule fonction reconnue est la myélinisation des neurones dans le SNC ; c’est a dire procurer une
gaine de protection électrochimique autour de certains axones de la substance blanche, de
maniére a augmenter la vitesse de propagation des potentiels d’action le long de la fibre. Un seul
oligodendrocyte peut étre responsable de la myélinisation de plus de 50 fibres nerveuses. C’est
cette caractéristique qui les place au centre des maladies démyélinisantes comme la sclérose en

plaque (SEP). L'étude de I'étiologie de la SEP et de son modéle animal le plus proche,
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'encéphalomyélite allergique expérimentale (EAE), a montré que les oligodendrocytes étaient loin
d’étre des acteurs du systeme immunitaire. En effet, aucun marqueur de type immunologique,
telles que les molécules du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH), n’est retrouvé sur les
oligodendrocytes dans un cerveau sain. A l'inverse, les protéines de la myéline telles la protéine
basique de la myéline (MBP) ou la myelin-oligodendrocytaire (MOG) reconnues spécifiquement
par certains anticorps et lymphocytes T activés, en font une cible privilégiée de la réponse immune

adaptive.

1.1.2.2 Les astrocytes :

Ce sont les méthodes d’'imprégnation d’histologie qui ont révélé I'existence de cellules gliales en
forme d’étoile, d’ou leur nom (Dieters, 1865). Ces cellules, qui sont les composants cellulaires les
plus représentés dans le cerveau (elles représentent plus de dix fois le nombre de neurones et
occupent prés d’un tiers du volume du cortex cérébral), ont des prolongements multiples occupant
la majeure partie des espaces séparant les neurones, et se terminent par des expansions sur les
membranes basales des capillaires, les pieds périvasculaires, qui jouent un réle déterminant dans
'étanchéité de la BHE. D’autres prolongements se terminent par apposition étroite sur les régions
non synaptiques des neurones. Par ces caractéristiques anatomiques, il a été trés vite considéré
gue les astrocytes avaient un rble d’intermédiaire dans les échanges métaboliques entre les
neurones et le sang (Golgi, 1903). Mais ils sont aussi le support architectural des neurones, jouent
un réle important dans la réparation des Iésions, la protection neuronale et peuvent aussi controler
les mécanismes de l'inflammation dans le SNC (Fig. 2).

Les astrocytes forment une population apparemment hétérogéne car ils different d’'une région du
cerveau a l'autre, tant par leur morphologie que par leur capacité a répondre a l'inflammation (pour
revue : Lafont et Prochiantz, 1994). En fait, il est probable qu’il y ait autant de types d’astrocytes
gu’il existe de types de neurones puisqu’ils paraissent s’adapter aux compétences neurochimiques
et aux variétés morphologiques des neurones qu’ils protégent, et participent également au
métabolisme de certains neuromédiateurs. En rapport avec notre modéle d’étude, il est intéressant

de noter que les astrocytes du mésencéphale permettent d’'induire une arborisation extensive des
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neurones dopaminergiques, alors que les astrocytes striataux ont un effet limité, induisant une
longue et unique extension neuritique (Denis-Donini et al., 1984). Cette notion parait largement
généralisable, puisqu’il semble que les astrocytes situés dans des aires cérébrales différentes
exercent une influence déterminante sur la différenciation des cellules souches neuronales (pour
revue : Taupin et Gage, 2002).

Il a été décrit que des excés de concentration de glutamate ou de neuropeptides dans
'environnement peuvent accroitre la capacité des astrocytes a exprimer des marqueurs
immunologiques tels que la molécule du CMH de classe Il (Lee et al, 1992 ; Frohman et al.,
1988). Cependant, ils sont également capables d’accroitre leur production de facteurs
neurotrophiques, lesquels assurent la survie et la régénération neuronale. De ce fait, ils participent
plus au maintient d’'une homéostasie neuroimmunologique qu’au développement de réponses

immunes spécifiques.

1.1.2.3 La microglie :

Les cellules microgliales sont des petites cellules, relativement peu nombreuses, d’origine
mésenchymateuse, immigrées dans le SNC au cours du développement foetal. Lors de processus
inflammatoires, les cellules microgliales, qui forment a 'age adulte un vaste réseau de défense du
tissu nerveux, peuvent se transformer en cellules phagocytaires amiboides. Cette idée est née au
début du XXe siécle, des observations de Pio del Rio Hortega, qui constata qu'aprés Iésion du
cerveau, certaines cellules ramifi€es du SNC pouvaient réagir et reprendre leur forme ronde et
immature qu'elles présentent dans le cerveau en cours de développement. Ces cellules
ressemblent alors aux macrophages présents hors du SNC, or del Rio Hortega savait que lorsque
les macrophages détectent une lésion ou une infection, ils migrent vers les tissus endommagés,
proliférent et phagocytent les cellules Iésées. Selon lui, les changements de morphologie des
cellules microgliales matures correspondent a une métamorphose macrophagique et il postula que
les cellules microgliales sont les macrophages du cerveau (del Rio Hortega, 1932). Par la suite,
c’est I'utilisation d’anticorps monoclonaux qui permit a I'équipe de Perry de mettre en évidence des

éléments en faveur du rle immunitaire des cellules microgliales (Perry et al., 1985).
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Bien qu’ayant des caractéristiques similaires, les cellules microgliales qui occupent autour de 10%
des cellules gliales, n'ont pas la méme morphologie dans tout le SNC (Lawson et al., 1990, 1993),
indiquant qu’il peut y avoir des facteurs locaux qui influencent cette différenciation. Elles sont ainsi
caractérisées par une différence d’expression des molécules de CMH de classe Il, qui, selon les
espéces, reste a un taux basal dans le parenchyme, mais est plus prononcée en se rapprochant
de la barriere hémato-encéphalique. A l'inverse, I'expression de récepteurs de la réponse immune
tels que TREM-2 (Triggering Receptor Express on Myeloid cells-2) est plus faible prés de la
barriére, une caractéristique qui peut étre interprétée comme un obstacle a une activation immune
par inadvertance (Schmid et al., 2002).

A l'état de repos, la microglie est décrite comme sécrétant des cytokines immunosuppressives
comme le Transforming Growth Factor-31 (TGFB1 ; Kiefer et al., 1995). En régle générale, de
nombreux marqueurs leucocytaires, et méme ceux restreints aux macrophages, ont des degrés
d’expression trés faibles sur la microglie au repos (Tableau 1), reflétant le microenvironnement du
CNS (Perry et Gordon, 1987 ; Streit, 2002). C'est le cas des molécules de CMH, du leukocyte
common antigen (LCA), une tyrosine phosphatase aussi connue sous le nom de CD45, autant que
du récepteur Fc, ou des marqueurs CD4 et F4/80 murins (Sedgwick et al., 1991b ; Streit et al.,
1999 ; Kreutzberg, 1996). Il apparait, en fait, qu’une grande partie des marqueurs macrophagiques
ne sont pas retrouvés sur la microglie, et a l'inverse, tous les marqueurs de la microglie sont
exprimés par les macrophages (Matyszak et al., 1992). Toutefois, dans les cerveaux agés, la
microglie parait plus activée : les molécules de classe Il, CD11b (CR3), CD45 et CD4 sont plus
nettement détectables (Perry et al.,, 1993). De méme, le marqueur ED-1, qui reconnait
spécifiquement un antigéne de la membrane lysosomale présent sur tous les macrophages au
cours du développement, est absent de la microglie adulte au repos, puis réexprimé dans le
cerveau agé (Sminia et al., 1987). Ainsi, malgré une origine commune avec les macrophages, les
cellules microgliales quiescentes se caractérisent par une perte de marqueurs immunologiques.
Cependant lors de leur activation, elles peuvent rétablir une partie de cette expression, migrer,
proliférer, phagocyter les débris cellulaires (Cf. 1.3.1.2 Activation microgliale) et méme participer a

la réponse immune adaptative (Cf. 1.3.2.1 Quelles APC dans le CNS?).
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Le cas des macrophages périvasculaires (PVM)

En plus de la microglie, il existe une population de macrophages associée au réseau vasculaire du
SNC. Ces PVM, qui n'appartiennent pas proprement dit a la glie, sont insérés dans la membrane
basale entourant les vaisseaux et sont adjacents a 'endothélium (Graeber et al., 1989 ; Gehrmann
et al., 1995). Il leur manque la ramification caractéristique de la microglie, mais ils partagent
pourtant une origine commune comme cela a été montré dans des expériences basées sur des
moelles osseuses chimériques (Hickey et Kimura, 1988).

Au contraire de la microglie, ces cellules expriment une grande variété de marqueurs de type
macrophagique (pour revue : Williams et al., 2001). Les PVM expriment I'antigéne ED-2 (Graeber
et al.,, 1989 ; Angelov et al., 1996) et un certain nombre d’entre eux expriment constitutivement la
molécule de CMH de classe Il (Streit et al., 1989) et la molécule de costimulation B7-2, alors que
I'expression de la molécule B7-1 nécessite des conditions inflammatoires (Williams et al., 1994). lIs
expriment en plus, le récepteur d'ébouage (scavenger), la molécule CD45 (Sedgwick et al.,
1991b ; Ulvestad et al., 1994), le co-récepteur CD4 et ont une activité phagocytique (Mato et al.,
1996).

D’autres macrophages ont été identifiés au niveau des méninges, dans les parois des ventricules
et, dans une moindre mesure, dans le stroma du plexus choroidien. Cependant ceux-ci ont un
phénotype comparable aux macrophages du systéme immunitaire périphérique et la molécule de
classe Il est facilement détectable.

Aussi, nous verrons dans le chapitre consacré a linflammation que par leurs caractéristiques
immunologiques favorables et leur proximité avec la barriere et le milieu extérieur, les PVM sont
des acteurs important lors d’'une inflammation du SNC. Ainsi, dans le contexte d’'une réponse
spécifique incluant une présentation antigénique, les LT activés, qui ont la capacité de franchir une
BHE intacte, rencontreront en premier ces macrophages lorsqu’ils traverseront I'endothélium

vasculaire cérébral.
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1.1.2.4 Les cellules épendymaires

Elles forment un épithélium simple, cubique, bordant les ventricules et le canal médullaire.
Contrairement aux autres épithéliums cérébraux, ces cellules ne reposent pas sur une lame
basale, mais se ramifient directement dans la couche de prolongements des astrocytes. Au pdle
apical, elle peuvent porter des cils en nombre variable qui joueraient un réle dans la propulsion du
liquide céphalo-rachidien (LCR) a [lintérieur des ventricules. Cet épithélium, continu et
imperméable, constitue les barriéres hémato-méningée et méningo-encéphalique, séparant ainsi le
LCR du sang ou le LCR du parenchyme cérébral. Ces barriéres présentent les mémes
caractéristiques que la BHE et elles participent, au méme titre, a I'isolement du SNC. C'est au
niveau de certaines structures épendymaires que se forment en permanence les cellules souches

gui assurent le renouvellement des neurones du bulbe olfactif.

1.1.3 La barriére hémato-encéphalique

L’existence de cette barriére, qui isole le parenchyme nerveux des fluctuations nuisibles des
composants portés par la circulation sanguine, a été reconnue trés t6t grace a l'absence de
marquage cérébral aprés injection intraveineuse de colorants comme le bleu Evans (Ehrlich,
1885). Cette imperméabilité est la conséquence de plusieurs caractéristiques morphologiques : la
présence de jonctions serrées de type zonulae occludentes, la forte activité de transfert
vésiculaire, la grande richesse mitochondriale traduisant une activité métabolique intense,
'absence de canaux transendothéliaux, le contact étroit avec les pieds astrocytaires (pour revue :
Selmaj, 1996 ; Andjelkovic et Pachter, 1998 ; Huber et al., 2001). Les capillaires cérébraux
comportent une seule couche de cellules endothéliales, reposant sur une lame basale, entourée
d’'un manchon quasi-ininterrompu, constitué de prolongements astrocytaires périvasculaires jointifs
formant la glia limitans (Fig. 3 ; Goldstein et Betz, 1986). D’autres cellules sont localisées autour
des capillaires : les cellules microgliales périvasculaires précédemment décrites, et les péricytes
d’origine hématopoiétique, cellules contractiles dont la fonction n’est pas encore clairement établie
(pour revue : Balabanov et Dore-Duffy, 1998 ; Thomas, 1999 ; Allt et Lawrenson, 2001).

Ainsi les échanges au travers de la BHE sont fonction de I'hydro ou de la liposolubilit¢ d’'une
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substance. Les substances hydrosolubles sont largement exclues, mais certaines d’entre elles font
au contraire l'objet d’'un phénoméne de transport actif vésiculaire (transcytose) efficace. Les
substances liposolubles passent aisément cette barriére, éventuellement par un phénoméne de
diffusion passive. Les cellules endothéliales des capillaires cérébraux se comportent, en outre,
comme une barriere métabolique a la diffusion de neurotransmetteurs aminés, ou de leurs
précurseurs immédiats. Cette sélectivité est une caractéristique facheuse dans le cas du
traitement de la maladie de Parkinson que nous développerons plus tard, puisque lactivité
enzymatique intra-endothéliale de la Dopa-décarboxylase empéche tout traitement systémique
visant a acheminer directement la dopamine vers le cerveau.

Les cellules endothéliales cérébrales sont caractérisées par des marqueurs spécifiques comme le
facteur VIII, le transporteur du glucose de type 1 et 'ectine UEA-1 (Wong et Dorovini-Zis, 1992,
1995 ; Stanimirovic et al., 1997; Prat et al, 2000). Ces cellules n’expriment pas
d'immunophénotype marqué, et n‘'expriment les molécules de CMH de classe |l et les molécules
de costimulations qu'aprés activation par des cytokines pro-inflammatoires tels le TNFa (tumour
necrosis factor) ou I'lFNy (Interferon-y, Omari et Dorovini-Zis, 1999 ; Prat et al., 2000). L’expression
des molécules d’adhésion, qui est essentielle au contact cellule a cellule lors de la migration des
cellules inflammatoires, est faible sur les cellules de I'endothélium cérébral sain (Sobel et al.,
1990 ; Raine et al., 1990 ; Male et al., 1990 ; Lassmann et al., 1991 ; Réssler et al., 1992). |l reste
intéressant de noter que les cellules endothéliales du SNC adulte expriment a un trés haut niveau
d’expression lintégrine B1 (Archelos et al., 1999 ; Milner et Campbell, 2002). Celle-ci est trés
fortement régulée dans des conditions pathologiques ce qui laisse suggérer qu’elle joue un rdle
critique dans les régulations des fonctions des cellules endothéliales du SNC. Pourtant ces
caractéristiques ne rendent pas la barriére infranchissable, et certains leucocytes peuvent quand
méme passer sans son activation (Cf. 1.2.1 Trafic leucocytaire dans le SNC sain).

La rupture de la BHE est associée a de nombreux désordres du SNC et a aussi été évoquée dans
le cas des rejets de greffes neuronales. Lors des processus inflammatoires sévéres, comme dans
le cas de la SEP, la rupture de la BHE, visualisable en IRM (imagrie par résonance magnétique)

par injection de Gadolinium, rapproche les caractéristiques histologiques des cellules endothéliales
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de celles des tissus extracérébraux: présence d'un plus grand nombre de vésicules de
pinocytose, présence de pores intercellulaires, diminution marquée de la respiration et du
métabolisme énergétique mitochondrial, perte d’expression ou délocalisation des protéines
caractéristiques des jonctions serrées des cellules endothéliales de la BHE (Occludine et Zona
Occludens-1 ; Bolton et al., 1998). Dans cette maladie, certains traitements immunosuppresseurs,
comme I'lFN (Stone et al., 1995) ou la mitoxantrone (Edan et al., 1997), permettent de restituer
lintégrité de la BHE et de freiner linfiltration leucocytaire et la survenue de nouvelles lésions.
L’action sur les composants de la matrice extracellulaire parait aussi importante dans le traitement
des maladies du CNS (Yong et al., 1998).

La BHE permet aussi 'accumulation dans le LCR de médiateurs immunosuppresseurs produits
par les cellules nerveuses. En sens inverse, elle empéche la diffusion de facteurs sanguins tels
que les divers éléments du complément, les immunoglobulines ou encore les cytokines. Elle est en

cela un des acteurs principaux du caractére immuno-privilégié du SNC.
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1.2
Le statut immunoréprimé du SNC :

isolement anatomique ou tolérance active?

“On peut supposer qu'’il est plus bénéfique pour 'organisme de ne pas transformer le cerveau en
un champs de bataille dans lequel la réponse immunitaire peut-étre parfois plus endommageante
que l'antigéne qui I'a provoquée.”

Leslie Brent, 1990.

Au début des années 80, 'absence de circuit lymphatique conventionnel dans le SNC était
considérée comme interférant avec la partie afférente de la réponse immunitaire puisqu’elle
interdisait le drainage des signaux immunogénes vers les organes lymphoides secondaires les
plus proches. La présence de la BHE était représentée comme un rempart a la partie efférente en
empéchant l'entrée des cellules effectrices et des molécules du systéme immunitaire dans le
cerveau. De ce point de vue, le statut privilégié du SNC pouvait étre considéré comme un état de
non réactivité passive résultant de lisolement physique du cerveau vis a vis du systéme
immunitaire (Barker et Billingham, 1977). L'utilisation perverse de cet état fait que certains virus
neurotropes (par exemple le virus de la rage, I'herpes simplex de type | ou le polio-virus), qui sont
capables d’entrer par les terminaisons des nerfs périphériques, ne sont pas immédiatement
reconnus par le systéme immun (Aloisi et al., 2001). Depuis, de hombreuses connexions actives
entre le cerveau, les ganglions lymphatiques et la rate, ont été mises en évidence, par la
description du passage de lymphocytes a travers I'endothélium vasculaire ou I'existence possible

d’'un drainage inhabituel des liquides interstitiels du parenchyme cérébral.

1.2.1 Le trafic leucocytaire dans le SNC sain

La BHE empéche l'intrusion dans le SNC des cellules circulantes du systéme immunitaire, a
'exception notable des LT activés . ceux-ci peuvent pénétrer dans le parenchyme nerveux, a
linverse des cellules T naives ou au repos (Barker et Bilingham, 1977 ; Hauser et al., 1983). Il

existe en permanence un faible taux de lymphocytes dans le SNC normal, et quand une forte
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réaction immunitaire se produit, méme au dehors du SNC, un nombre plus élevé de LT se retrouve
dans le SNC (Wekerle et al., 1986 ; Hickey et Kimura, 1987). La nature de l'antigéne, le CMH
utilisé et le phénotype des cellules T ne constituent pas des éléments critiques permettant de
gagner l'accés au SNC : une récente activation antigénique suffit. Hickey a démontré par une
expérience simple (Fig. 4), que les LT activés in vitro de fagon non spécifique par la concanavaline
A pouvaient pénétrer efficacement dans le SNC, quelle que soit leur spécificité antigénique (Hickey
et al, 1991).

Les cellules T passant au travers de la BHE dans le SNC sont considérées comme chercheuses
d’antigéne. Ce sont des LT stimulés en périphérie par un antigéne spécifique et qui font alors
partie d’'un pool de cellules circulantes suceptibles de passer au travers le parenchyme des
organes. Ainsi, le concept de cellules T ayant un adressage particulier vers le systeme nerveux, ou
de cellules spécifiquement destinées a pénétrer dans le SNC, n’a pas de support expérimental. Il
n'existe pas de récepteur pour un « homing » (hébergement), ni de molécules d'adressage
(adressines) identifiées sur 'endothélium du SNC, comme cibles spécifiques des leucocytes. Les
cellules T activées pénétrent donc apparemment de fagon aléatoire dans le SNC.

Cependant, la fraction de cellules T pouvant entrer dans le cerveau normal parait plus faible que
celle trouvée dans les autres organes. Ce phénomeéne pourrait étre lié a une plus faible
expression, sur I'endothélium cérébral non stimulé, des molécules d’adhésion nécessaires a
'ancrage du LT activé (Cf. 1.3.2.2a : Activation de la BHE et infiltration lymphocytaire). Celui-ci se
ferait peut-étre par le biais de la P-selectine, seule molécule décrite a ce jour dans ce processus
(Carrithers et al., 2000, Hickey, 2000). On notera toutefois que la pénétration du SNC par les
cellules lymphocytaires s’effectue selon la structure. Les LT bénéficient d’'une entrée plus facile au
niveau de la moelle épiniére et plus difficile au niveau du cervelet (Philips et Lampson, 1999).
L’homme et I'animal possédent naturellement des LT capables de reconnaitre des antigénes
cérébraux. On constate toutefois que ces cellules sont généralement incapables de provoquer une
réaction immune dans le SNC, ce qui suggére I'existence de mécanismes capables d’entretenir
'homéostasie cérébrale. En fait, une particularité des cellules T entrant dans le SNC est leur

apparente capacité a favoriser la réparation du systéme nerveux (pour revue : Neumann, 2000 ;

21



Bechman et Nitsch, 2001 ; Schwartz et al., 1999a, 1999b ; Schwartz et Cohen, 2000). En effet, les
cellules T, particulierement quand elles sont activées, ont la capacité de produire de nombreux
facteurs neurotrophiques comme le BDNF (Brain derived neurotrophic factor ; Hohlfeld et al.,
2000). Leur présence parait avoir un réle neuroprotecteur marqué dans divers modeles de Iésions
du SNC, a l'exclusion de rares souches de rats ou de souris, qui développent des maladies
autoimmunes comme I'EAE.

Par ailleurs, il n'est pas certain que les LT activés entrant dans un SNC sain puissent en ressortir
pour induire une éventuelle réponse systémique. En effet, les LT meurent rapidement dans le
parenchyme cérébral suivant un mécanisme de mort apoptotique (Pender et al., 1992). Cette mort
ne semble pas étre liée a la reconnaissance de l'antigéne, ni réservée aux lymphocytes qui ont
une spécificité particuliére pour les antigénes du SNC (Lassmann et al., 1993 ; Bauer et al., 1998,
Lehmann, 1998). Il s’agirait de facteurs environmentaux du SNC qui induiraient la mort des
lymphocytes in situ. In vitro, il a été observé que les astrocytes autant que les macrophages
pouvaient induire 'apoptose des LT (Ford et al., 1996 ; Gold et al., 1996). Il a été suggéré que le
couple Fas / Fas Ligand jouerait un réle capital dans le maintien des LT dans le SNC normal,
comme dans le contrdle de l'inflammation (pour revue : Green et Ferguson, 2001). En effet, les LT
a I'état activé expriment le récepteur Fas/Apo1 (CD95), qui reconnait le ligand FasL (CD95L) situé
a la surface de la plupart des cellules du parenchyme nerveux (Bechmann et al., 1999 ; Flugel et
al., 2000 ; Lee et al., 2000) ainsi que dans de nombreux autres sites immuno-privilégiés, comme
sur les cellules de Sertoli, la chambre antérieure de I'ceil ou le placenta (Bellgrau et al., 1995 ;
Griffith et Ferguson, 1997 ; Mor et al., 1998). Il est cependant intéressant de noter que les LT
spécifiques de la MBP, retrouvés chez les patients atteints de SEP, sont résistants a I'apoptose
dépendante de FasL (Zipp et al., 1997). Mais d’autres mécanismes pourraient participer a
'élimination des LT, comme l'absence d'expression d’IL-2 (ce qui diminue l'expression de la
molécule anti-apoptotique Bcl-2) et linhibition de la prolifération des lymphocytes par les
gangliosides, trés présents dans le SNC (Irani et al., 1997). La mort des LT pourraient encore étre
provoquée par la production de dérivés oxygénés par les macrophages et la glie, par la présence

de glucocorticostéroides (pour revue : Pender et Rist, 2001) ou de glycoconjugués comme la
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galectine-1 qui est retrouvée dans tous les sites immuno-privilégiés (Sotomayor et Rabinovich,
2000).

Mais la survie lymphocytaire est également abérrée par le manque de signaux inducteurs.
L’absence des molécules des CMH | ou Il et des signaux de costimulation interdisent en effet toute
restimulation intraparenchymateuse des LT dans un cerveau sain (Cf. 1.3.2.1 Quelle APC dans le
SNC?). On notera que I'expression faible ou nulle des CMH parait étre liée tant a 'absence de
stimuli inducteurs (cytokines pro-inflammatoires par exemple) qu’a la présence de facteurs

inhibiteurs présents dans I'environnement du tissu nerveux.

1.2.2 Les facteurs moléculaires de « 'immunosuppression »

Au sein du tissu nerveux, la possibilit¢ de réponses inflammatoires est réduite par la
conjonction de multiples facteurs immunosuppresseurs : la production locale de facteurs solubles,
en particulier de cytokines anti-inflammatoires, crée un microenvironnement immunosuppresseur.
Nous venons de voir qu’il est responsable de la diminution de I'expression des molécules du CMH,
qgu’il est impliqué dans I'état de latence de la microglie et dans I'élimination par apoptose des LT
infiltrants.

Ces facteurs sont soit solubles, soit présents a la surface des cellules ou liés a la matrice
extracellulaire (MEC). La plupart de ces molécules immunosuppressives présentes dans le SNC
sain et leurs effets sont répertoriés dans le tableau 2.

On peut souligner quelques caractéres importants :

e Le TGFp a une expression constitutive dans le SNC et est présent a des taux importants dans
le LCR (Johnson et al., 1992). Il a la capacité d’empécher la prolifération des LT (Taylor et
Streilein, 1996) ou d’'atténuer leurs effets (Wilbanks et Streilein, 1992), de bloquer la production de
molécules chimioattractantes par les astrocytes (Weiss et Berman, 1998), et de modifier les
propriétés de passage de la BHE (Fabry et al., 1995).

e Un autre facteur important dans le contrdle des réponses inflammatoires est I'élimination par

apoptose de nombreux LT activés ayant pénétré dans le tissu nerveux. Nous avons vu que cet
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effet était principalement provoqué par l'interaction Fas/FasL. Cependant la mort par apoptose des
LT entraine aussi la sécrétion des cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGFB dans le milieu
extra-cellulaire (Chen et al.,, 1998 ; Li et al., 2000). L’action conjuguée de ces deux cytokines
renforce I'immunosuppression en inhibant la fonction cytotoxique des lymphocytes T. Le TGF( et
I'lL-10 ne sont cependant pas les seuls facteurs solubles capables de supprimer l'action des LT,
d’autres facteurs comme des neuropeptides ou des protéoglycanes peuvent aussi contribuer au
statut privilégié du SNC (Lindsey et Jin., 2000).

« Concernant la faible expression des molécules de CMH, on pourra par exemple noter que les
molécules de classe Il sont trés sensibles a l'induction par I'lFNy, mais il n'y a pas d’expression
endogéne d'IFNy dans le SNC sain. A l'inverse, les gangliosides du cerveau seraient reponsables
d’'un blocage de linduction des antigénes du CMH (Massa, 1993). D’autres molécules présentes
dans le SNC, comme le colony stimulating factor-1 (CFS-1), ou I'lL-10 sont aussi impliquées dans
la faible expression des CMH de classe Il (Lodge et Sriram, 1996 ; Frei et al., 1994).

* Les neurones eux-mémes, par des contacts de cellule a cellule impliquant la molécule OX2
(CD200) peuvent sécréter des facteurs tels que des neurotrophines et réguler I'état d’activation de
la microglie (Hoek et al., 2000).

» En outre, on peut aussi signaler que les différentes formes du complément — qui peuvent étre
synthétisées par la microglie, les astrocytes, les oligodendrocytes et les neurones — ne sont
présentes qu’a de faibles concentrations dans le SNC, et sous forme inactive (Gasque et al., 2000)
réduisant les possibilités de réactions inflammatoires menées par les anticorps.

On peut conclure qu’un réseau complexe de molécules extrémement variées, tant par leur

structure que par leur origine, contribuent au statut anti-inflammatoire du SNC.

1.2.3 Un drainage lymphatique particulier

Dans les organes périphériques, une partie importante des substances libérées dans I'espace
inter-cellulaire est drainée par la lymphe vers les ganglions lymphatiques. Anatomiquement, il n’y a

pas de canaux lymphatiques définis dans le cerveau du rat ou de 'homme. Pourtant les
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connections afférentes avec le systéme immunitaire peuvent se réaliser grace a un flux sortant de
sighaux antigéniques depuis le liquide interstitiel, cheminant le long des espaces péri-vasculaires,
appelés espaces de Virchow-Robin, vers le LCR, ou qui s’échappent par les prolongations de
I'espace subarachnoidien le long des nerfs craniaux (olfactif, optique, trigéminal et accoustique) et
peuvent ainsi aisément atteindre les ganglions cervicaux ou la rate (Fig. 5, Bradbury et al., 1981 ;
Cserr et Knopf, 1992 ; Kida et al., 1995). Ainsi Cserr et son équipe ont pu mettre en évidence que,
selon le site d’injection, 18 a 47% de protéines injectées dans le cerveau du lapin pouvaient se
retrouver dans les ganglions cervicaux au bout d’un vingtaine d’heures. Il a ainsi été montré que
les protéines ou les molécules de fort poids moléculaire se retrouvent dans les ganglions
lymphatiques profonds (Yamada et al., 1991). Plus récemment, il a été observé chez 'agneau que
40 a 48% du volume total de LCR recyclé transitait par ces mémes ganglions (Boulton et al,,
1998). Ce mode de diffusion, s'il est significatif, n'est pas pour autant comparable au réseau
lymphatique conventionnel. En effet, de nombreux facteurs physiques et géométriques, dus a
larchitecture du parenchyme cérébral, viennent freiner le drainage des molécules dans les
espaces extracellulaires (pour revue : Nicholson et Sykova, 1998 ; Rusakov et Kullmann, 1998).
Certains antigénes de taille importante peuvent ainsi persister dans le cerveau jusqu’a deux ans

aprés leur injection (Zhang et al., 1992).

1.2.4 Utilisation des priviléges immuns du SNC comme outil de tolérance systémique

Partant de I'observation que la réponse humorale systémique aux antigénes placés dans les
sites immuno-privilégiés (SNC, chambre antérieure de l'oeil, vitrée, cornée stromale, interface
meére-foetus, testicules, ovaires, foie, matrice des follicules du cuir chevelu... pour revue : Barker
et Billingham, 1977) difféere qualitativement et quantitativement de la réponse aux antigénes
injectés en périphérie (Gordon et al., 1992), plusieurs équipes ont utilisé les propriétes particulieéres
de ces compartiments pour induire une déviation de la réponse immune ou un état de tolérance
contre des antigénes injectés dans ces sites. C'est ce que Streilein appelle le concept de

« spécialisation régionale » de la réponse immune qui permet des réponses différentes de celles
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qui pourraient étre obtenues en périphérie (pour revue : Stein-Streilein et Streilein, 2002). En effet,
il apparait que linjection d'un peptide dans la chambre antérieure de I'oeil induit une tolérance
systémique vis a vis de cet antigéne, un principe hommé ACAID (Anterior Chamber Associated
Immune Deviation). De la méme facon, il a été récemment évoqué le méme principe aprés
administration du méme peptide dans le parenchyme cérébral (BRAID, pour BRain Associated
Immune Deviation, Wenkel et al., 2001). D'une maniére plus appliquée, on peut citer des
stratégies similaires dans des cas d’'EAE. En effet, il a été montré que l'instillation préalable de la
protéine MBP dans le LCR, rend la sévérité de la maladie beaucoup moins importante, que

lorsque I'antigéne est injecté en périphérie (Harling-Berg et al., 1991).
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1.3

Les mécanismes d’inflammation dans le SNC

La réponse immunitaire a deux composantes de base : limmunité innée et l'immunité
acquise, qui se complétent en s’interpénétrant étroitement. La premiére est une réponse aigiie qui
méne dans la plupart des cas a I'élimination du pathogéne et a la réparation du tissu. Ainsi, les
cellules douées de phagocytose peuvent éliminer directement les premiers effecteurs de
linflammation. Pourtant, lorsque 'immunité innée a failli, cette méme cellule peut aussi intervenir
au départ de I'immunité spécifique. Cette réponse plus tardive sera alors dirigée autant par des LT
que par des anticorps.

Le type et la quantité de cellules inflammatoires qui apparaissent dans le SNC dépend
essentiellement du stimulus qui les attire et de leur capacité a détruire I'antigéne. Les composants
de linflammation ont une part importante dans de nombreux désordres du CNS, incluants les
traumatismes (Clark et al., 1994 ; Dusart et Schwab, 1994 ; Arvin et al., 1996), les ischémies
(Kogure et al., 1996, Arvin et al., 1996), les démences liées au virus du SIDA (Gendelman et al.,
1994), ainsi que dans des maladies telles que la maladie d’Alzheimer et les maladies a prions,
lesquelles avaient été initialement décrites comme exclusivement neurodégénératives (Rogers et
al., 1996). Les dépots de substance amyloide qui se produisent lors de la maladie d’Alzeihmer et
des maladies a prions provoquent une activation chronique des cellules du lignage microglial sans
mobilisation importante de LT. A linverse, dans les infections tuberculeuses, la majorité des
encéphalopathies virales aigués ou d’autres désordres dans lesquels aucun agent infectieux n’est
défini, comme la SEP, des LT infiltrent le cerveau en abondance. De la méme fagon, nous verrons
dans le cas des xénotransplantations réalisées au laboratoire, que le type de réponse immune

induite dépend de la nature des cellules implantées (Remy et al., 2001).

1.3.1 Réactions inflammatoires intrinséques au SNC et immunité innée.
De nombreux types cellulaires peuvent intervenir spontanément de maniére non spécifique. Au

sein du SNC, les cellules gliales elles-mémes participent a la régulation de linflammation.
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Astrocytes et cellules microgliales, fantassins du systéme immunitaire au sein du SNC, sont les
premiéres cellules a intervenir. Suivant le type d’inflammation, ils peuvent recruter d’autres
effecteurs de la réponse innée, comme les polymorphonucléaires neutrophiles (PMN), les cellules

Natural Killer (NK) et les molécules de la cascade du complément.

1.3.1.1 Réaction astrocytaire

Par leur position stratégique a l'interface entre le sang et le parenchyme cérébral et les fortes
interactions neurones-glie, les astrocytes répondent trés rapidement aux variations de
'environnement du SNC. lls produisent alors de nombreux médiateurs de la réponse immune et
répondent en retour a un grand nombre de facteurs immuns par une prolifération cellulaire ou en
synthétisant des molécules du CMH, des cytokines, des facteurs de croissance ou des molécules
d’adhésion.

Les réponses innées dans le SNC sont trés différentes de celles trouvées en périphérie. Un bon
nombre d’études des réponses immunes du SNC ont été réalisées suite a I'action de divers agents
proinflammatoires comme des endotoxines bactériennes (lipopolysaccharides, LPS, un composant
de la capsule des bactéries Gram-négatives) (Andersson et al., 1992 ; Montero-Menei et al., 1994)
ou des cytokines proinflammatoires telles que I'lL-1(3 et le TNFa (Anthony et al., 1997).

La principale réponse des astrocytes activés se traduit par une gliose réactionnelle qui refléte une
hypertrophie des cellules, et dans une moindre mesure une prolifération qui peut étre induite par
une sécrétion locale de cytokines comme I'lL-1, I'IFNy et le TNFa, ou de facteurs de croissance
tels que 'EGF (epithelial growth factor), le PDGF (platelet growth factor, le FGF (fibrillary growth
factor ; pour revue: Norenberg, 1994). Les astrocytes activés contiennent des quantités
croissantes de macromolécules cytoplasmiques, en particulier la glial fibrillary acidic protein
(GFAP), la vimentine, ou la protéine S-100.

lls sécrétent a leur tour de nombreux facteurs dont des cytokines proinflammatoires (IL-1, TNFa)
et le fragment C3 du complément (Levi-Strauss et Mallat, 1987). En cela, ils participent a
l'entretient de la réponse inflammatoire, mais leur forte production de molécules anti-

inflammatoires (TGF[3, IFNa/B, prostaglandines E, apolipoprotéine) et de facteurs neurotrophiques
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les caractérisent plus comme des régulateurs de I'inflammation en participant aux mécanismes de
neuroprotection. On pourra par exemple noter, que les astrocytes en bord de lésion de SEP sont
capables d’exprimer I'lL-10, dont un des réles est l'inhibition de la sécrétion de cytokines par
certains sous-types de cellules T (Cf. Les cytokines et la polarisation Th1/Th2) et les macrophages
activés, leur suggérant un réle dans le contréle de linflammation en périphérie de la lésion

(Cannella et Raine, 1995).

1.3.1.2 Activation microgliale

Malgré leur plus faible nombre, leur haut degré de différenciation et leur aspect de cellules
quiescentes, les cellules microgliales sont les toutes premiéres cellules activées lors de Iésions ou
d’'inflammation du SNC. Elles peuvent étre activées par un grand nombre de stimuli
immunologiques ou non-immunologiques, qui induisent différents niveaux d’activation, lesquels
transforment ces cellules en phagocytes ou en cellules effectrices pleinement actives. La présence
sur leur membrane de récepteurs a 'ATP (adénosine tri-phosphate ; Waltz et al., 1993 ; Langosch
et al., 1994), a la calcitonin gene-related peptide (Priller et al., 1995), a l'acétylcholine et la
noradrénaline (NA ; Whittemore, 1993) ainsi que de canaux potassiques, les rendent trés
sensibles aux infimes perturbations de leur microenvironnement. La morphologie de la microglie
activée varie selon les pathologies. L’activation se manifeste par une rétraction de ses
ramifications (Fig. 6) et un développement des capacités de phagocytose. Il apparait que le type
de lésion guide le type de réponse : une blessure entrainant une rupture de la barriére, permet une
extravasation de facteurs sériques, laisse pénétrer les macrophages et induit une réponse mixte
macrophage/microglie (Imamoto et Leblond, 1977). A linverse, une dégénérescence axonale
rétrograde ne sollicitant pas de bréches de la BHE (comme une dégénérescence Wallérienne),
active préférentiellement la microglie (Graeber et al., 1988). Ainsi linduction des marqueurs
macrophagiques est sous la dépendance de protéines plasmatiques, et notamment de la
sialoadhésine présente dans le sérum. Une lésion de la BHE résulte, du reste, en une activation
de la microglie avec une distribution spatiale qui suit I'étendue de la diffusion des molécules

plasmatiques (Perry et al, 1992).
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Migration, prolifération et surexpression de marqueurs immunologiques

In vitro, des expériences ont montré que le passage de la forme ramifiee a la forme amiboide
s’accompagnait d’'une augmentation de l'expression des intégrines (31 et LFA-1 (lymphocyte
function-associated antigen-1 ou CD11a; pour revue : Milner et Campbell, 2002). Ces molécules
ont un réle important dans le processus de migration des cellules microgliales depuis leur réservoir
principal dans le corps calleux vers le site de Iésion ou d’inflammation et dans leur capacité de
phagocytose (Ullrich et al., 2001 ; Witting et al., 2000). Leur expression a été retrouvée dans de
nombreux désordres du SNC dont la maladie d’Alzheimer (Akiyama et McGeer, 1990) et la SEP
(Bo et al., 1996). La microglie a aussi la capacité de se diviser sous l'action de ses principaux
mitogénes que sont tous les membres de la famille du colony-stimulating factor (CSF) : I'lL-3 ou
multi-CSF, le granulocyte-macrophage-CSF et le macrophage-CSF, des molécules qui sont
largement sécrétées lors de 'activation astrocytaire (Giulian et Ingeman, 1988).

La morphologie amiboide et I'expression de ces intégrines paraissent étre induites par des
cytokines inflammatoires comme [IL-1 et le TNFa, ainsi que par le LPS, mais elles
s’accompagnent aussi d’'une augmentation du taux d’expression de certains antigeénes déja
présents en faible quantité ou d’une expression de novo d’antigéne. La microglie pour initier sa
fonction de phagocyte, réexprime son récepteur scavenger (Bell et al., 1994 ; Husemann et al.,
2002). D’autres récepteurs permettant la capture de I'antigéne, le récepteur du complément CR3
(CD11b) et le marqueur CD4 sont aussi trés fortement exprimés pendant I'inflammation (Matyszak
et Perry, 1995 ; Yu et al., 1998 ; Kloss et al., 1999). Le marqueur ED-1, présent sur la membrane
lysosomale et témoin de I'activité phagocytique, est lui aussi trés fortement exprimé.

Cependant un des marqueurs immunologiques les plus importants est la forte expression des
molécules du CMH. En effet, in vivo, linjection d’'IFNy provoque [Iactivation des cellules
microgliales avec expression des antigénes de CMH | et Il (Grau et al., 1997). In vivo, en plus de
son identification dans les cas de Iésions de SEP, I'apparition de la molécule de CMH de classe I
avait déja été de nombreuses fois décrite dans les cas de dégénérescence rétrograde (Streit et al.,
1989), de dégénérescence Wallériene (Konno et al., 1989 ; Rao et Lund, 1989), de lésions

excitotoxiques (Akiyama et al., 1988) et d’autres maladies neurologiques (McGeer et al., 1988). En
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effet, dissociée en culture, la microglie peut fortement exprimer la molécule de CMH de classe |,
pas seulement par action des cytokines pro-inflammatoires, mais aussi via les récepteurs de la
réponse innée. CD14, normalement récepteur pour le LPS en est le prototype (Becher et al.,
1996). On peut aussi noter que le CMH Il peut étre sur-régulé par un flux local d’ions, de
neurotransmetteurs ou de prostaglandines. Neumann et son groupe (1996) ont montré qu’en
bloquant I'activité neuronale par la tetrodotoxine, il augmentait I'expression des CMH de classe I
sur la microglie environnante. En plus de ces molécules, la microglie peut aussi exprimer des
molécules de costimulation comme B7 (De Simone et al ., 1995 ; Walker et al.,, 1995). B7-2
apparait constitutive sur la microglie du parenchyme (observée autant in vivo qu’in vitro), mais B7-
1 n’est pas exprimé, sauf sous l'effet de I'IFNy en culture (Williams et al., 1993). L'expression des
ces molécules, qui n’a aucune répercution sur la réponse innée, prendra toute son importance lors

de l'infiltration lymphocytaire (Cf. 13.2.2a Activation de la BHE et infiltration lymphocytaire).

L’activation microgliale peut avoir des conséquences variées :

1/ Cytotoxicité de la microglie

Dans la plupart des cas d’inflammations, notamment dus a la présence de stimuli pro-
inflammatoires (IFNy, LPS), l'activation microgliale est associée a sa fonction cytotoxique et
entraine une production de substances neurotoxiques : radicaux oxygénés, NO, protéases, dérivés
des acides arachidoniques, acides aminés excitateurs, acide quinolique (pour revue : Banati et al.,
1993 ; Kreutzberg, 1996 ; Streit, 1999). Le LPS et I'lFNy favorisent aussi le réle pro-inflamatoire
des cellules microgliales en inhibant leur production de TGFp1 et d'IL10 et en favorisant leur
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires tels I'lL-1, le TNFa, I'IFNy et I'lL-6 (Xiao et al., 1996).
Les cellules microgliales apparaissent comme la principale source de cytokines dans le SNC (pour
revue : Hanisch, 2002). Ces molécules interviennent probablement dans linitiation et I'entretien de
tous les types de réactions inflammatoires en stimulant, en particulier, la sécrétion de molécules
d'adhésion cellulaire (Canella et Raine, 1995) mais aussi de chimiokines comme le MCP-1
(Monocyte Chemoattractant Protein) qui induit une infiltration périvasculaire de monocytes

circulants (Ransohoff et al., 1993 ; Calvo et al., 1996 ; Bell et al., 1996).
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2/ Effets trophiques de la microglie activée :

La microglie étant trés sensible a I'homéostasie du tissu nerveux et a l'activité neuronale
(notamment a la NA et aux autres agonistes 3-adrénergiques), elle peut exercer un effet trophique.
Cela a été sous-entendu par la sécrétion, in vitro, de faibles quantités de BFGF (Shimojo et al.,
1991), de NGF (nerve growth factor) aprés stimulation par le LPS (Mallat et al., 1989) ou de NT-3
(Elkabes et al., 1996). Ainsi I'effet de ces facteurs de croissance, et la fonction de nettoyeur de
débris cellulaires peuvent permettre la régénération axonale et montrent que les composants du
systéme immunitaire peuvent, dans certains cas, participer a la restauration neuronale (Lotan et
Schwartz, 1994 ; Streit, 2002). L’activation microgliale, régulierement observée aprés un
traumatisme chirurgical, n'est donc pas obligatoirement néfaste. Il a méme été observé, dans
certaines conditions de dégénération neuronale, que la microglie activée pouvait sécréter des
cytokines anti-inflammatoires (TGFP1; IL-10) et participer ainsi au processus de réparation

neuronale en réduisant la cicatrice astrocytaire (Herdegen et al., 1992).

1.3.1.3 Les PMN, le complément et les NK dans le SNC

e L’activation microgliale, les taux élevés de cytokines et de molécules d’adhésion sont les
marqueurs de l'inflammation du CNS. Mais le recrutement des PMN et des macrophages, méme
s'il est plus faible qu'en périphérie, a aussi été démontré lors d’inflammations non spécifiques
comme suite a une ischémie (Matsuo et al., 1994 ; Carlos et al., 1997), a une Iésion excitotoxique
(Bolton et Perry, 1998) ou a linjection d’IL-1 (Anthony et al., 1997). Cette infiltration trés rapide
semble nécessiter une certaine perméabilité préalable de la BHE (Anthony et al., 1997 ; Bolton et
Perry, 1998 ; Royo et al., 1999). Mais leur plus faible recrutement qu’en périphérie est surtout lié a
la faible sécrétion de certaines chimiokines, comme le MIP-2 (macrophage inflammatory protein) et
IL-8, par les cellules stromales du parenchyme cérébral depuis qu’'un recrutement significatif des
neutrophiles est obtenu par simple injection intracérébrale de ces chimiokines (Bell et al, 1996b;
pour revue : Matyszak, 1998). Par la suite, tant les neutrophiles que les macrophages participent a

I'évolution de l'inflammation en contribuant a la rupture de la BHE et aux dommages tissulaires. En

32



effet, l'inhibition de I'entrée de ces derniers abroge la destruction des tissus (Chopp et al., 1994 ;
Zhang et al., 1995).

e L’activation microgliale, s’accompagne aussi du dépot de composants du complément tels que
C1q et du complexe d’attaque membranaire (C5b-9) qui justifie la présence du récepteur CR3 sur
la microglie. Si le complexe d’attaque est impliqué dans l'activité cytolytique, les autres éléments
du complément permettent surtout I'activation cellulaire (chimiotactisme) et la phagocytose des
cellules invasives (Pour revue : Gasque et al.,, 2000, 2002). On peut noter que lors de
linflammation, de nombreux composants du complément sont synthétisés dans le SNC,
principalement par les astrocytes, mais aussi par les cellules épendymaires, les cellules
endothéliales, la microglie et les neurones (pour revue : Barnum, 1995 ; Stahel et al., 1998 ; Nataf
et al., 1999 ; Saadi et Platt, 1999 ; Morgan, 2000).

» D’autres cellules, les NK peuvent aussi infiltrer le parenchyme cérébral sans maturation
préalable, comme sous I'action de I'lFNy, mais surtout de I'lL-2 synthétisé par les lymphocytes ce
qui en font des cellules trés souvent liées a la réponse spécifique. Pourtant, elles sont capables de
reconnaitre et de tuer des cibles cellulaires sans restriction par le CMH. Elles permettent un
réponse rapide, et précédent souvent de plusieurs jours la réponse cellulaire spécifique. Leurs
actions passent par la sécrétion de perforine ou par la liaison Fas/Fas-Ligand, mais elles peuvent
aussi entrainer une cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC : Antibody-dependant cell-
mediated cytotoxicity), un mécanisme qu’elles partagent avec la microglie. Ce sont alors les

anticorps naturels préexistants qui servent de ligand sur le récepteur Fc (CD16).

1.3.2 Immunité spécifique au sein du SNC

Nous avons vu que |’activation microgliale a été décrite dans tous les types d’inflammation du
CNS, mais parfois certaines conditions pathologiques entrainent une réponse supplémentaire,
spécifique de l'antigéne, menée principalement par les LT qui pourront s’accumuler de facon
importante. Cette réponse adaptative est directement corrélée avec I'état d’activation microgliale.
La mobilisation des mécanismes de l'immunité spécifique est lente, et repose sur un évenement

de reconnaissance moléculaire complexe par des cellules présentatrices d’antigeénes (APC).
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Celles-ci expriment un peptide antigénique dans le contexte d’'une molécule du CMH de classe |
ou ll, selon le cas. Un récepteur extrémement polymorphe, présent sur les LT, et appelé récepteur
T (TCR) est susceptible d’interagir avec ce complexe moléculaire et d’initier I'activation

lymphocytaire (Germain, 1994).

1.3.2.1 Quelles cellules présentatrices dans le SNC ?

Il est important de différencier les APC capables d'initier une réponse primaire par la présentation
antigénique aux cellules T naives, des APC qui stimuleront une réponse secondaire par la
présentation d’antigéne a des cellules T qui ont déja été exposées a l'antigéne. Il n’'y a que les
cellules dendritiques (CD) qui peuvent prétendre au premier role, alors que divers types cellulaires
peuvent étre capables de la seconde réponse (Steinman, 1991). En effet, 'activation des LT naifs
nécessite I'expression de molécules de co-stimulation qui ne sont pas présentes sur les cellules
non hématopoiétiques. C’est ainsi que I'on peut définir les APC dites « professionnelles » qui
expriment, outre les molécules de CMH, les molécules de costimulations nécessaires.
(Banchereau et Steinman, 1998).

Les progéniteurs de CD sont originaires de la moelle osseuse, passent dans le sang et entrent
dans les tissus non-lymphoides en tant que CD immatures (Austyn, 1996). Elles sont alors trés
efficaces dans le processus de capture des antigénes, mais ne sont pas capables de les
présenter. Leur particularité est leur capacité a conserver I'antigéne dans des compartiments
spécialisés a faible taux d’acidité (Lutz et al., 1997) durant le trajet depuis le site d’'inflammation
jusqu'aux organes lymphoides les plus proches (Zinkernagel et engartner, 1997). C’est
I'inflammation tissulaire qui déclenche leur migration. Les signaux peuvent étre des produits
bactériens, des facteurs de croissance comme le GM-CSF ou des cytokines pro-inflammatoires
tels que le TNFa ou l'IL-13 (Cumberbatch et al., 1994 ; Roake et al., 1995 ; MacPherson et al.,
1995 ; lbrahim et al., 1995). Les CD acquiérent leur phénotype mature pendant le transit. Elles
perdent leurs propriétés phagocytiques et expriment trés fortement les molécules de CMH et de
costimulation B7.1 et B7.2 (Inaba et al., 1994). Elles sont absentes du parenchyme cérébral, ce qui

pourrait résulter de I'évolution et de la spécialisation du SNC (Lowenstein, 2002). Toutefois, il
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existe un riche réseau de CD dans des sites stratégiques tels que les couches méningées (dure-
meére, arachnoide, pie-mére), dans le stroma, et sans doute dans la couche épithéliale des plexus
choroides (Matyszak at Perry,1996 ; Serot et al., 1997 ; Hanly et Petito, 1998 ; McMenamin, 1999).
Ainsi, les CD se trouveraient en position stratégique pour étre en contact avec les antigénes
sortant du SNC a travers la barriere et pour pouvoir alors les acheminer jusqu’aux lieux de
présentation, dans les ganglions cervicaux profonds ou, via le sang, dans la rate (Aloisi et al.,
2000 ; Pashenkov et al., 2003).

Depuis peu, ces cellules ont été décrites, en conditions inflammatoires (infections
bactériennes et EAE), comme s’accumulant dans les espaces périvasculaires et pourraient méme
infiltrer le parenchyme (Fischer et al., 2000 ; Serafini et al., 2000), suggérant que les CD recrutées
depuis le sang peuvent jouer un role effecteur important dans la régulation locale des réponses T
dans le SNC. Cependant, en I'absence de marqueurs spécifiques des CD, ces résultats restent a
confirmer, d’autant que récemment certains auteurs ont estimé que certaines populations de CD
pouvaient dériver d'une différentiation microgliale (Santambrogio et al., 2001 ; Fischer et
Reichmann, 2001 ; Reichmann et al., 2002).

» Sil est connu depuis bien longtemps que les astrocytes sont capables de phagocytose, leur
implication dans des processus inflammatoires reste trés discutée, malgré les expériences de
Fontana qui démontra in vitro sur des cultures d’astrocytes humains, une induction de molécules
de CMH de classe Il, fortement accrue en présence d’'IFNy, et corrélée avec une prolifération de
cellules T antigéne-spécifiques (Fontana et al., 1984). Malgré ces expériences, la détection du
CMH I sur les astrocytes in vivo reste controversée et il parait encore plus aléatoire de détecter
I'expression in vitro des molécules B7 indispensables a la costimulation des lymphocytes (Antel et
Prat, 2000). Ces résultats sont en accord avec l'idée que les astrocytes, par leur capacité a
produire des médiateurs anti-inflammatoires (prostaglandine E,, TGFB) qui contrecarrent
l'activation des LT, ont plutét un effet inhibiteur que stimulateur sur la réponse immune dans le
CNS (pour revue : Xiao et Link, 1999, Aloisi, 2000). Cependant, I'ajout d’'un nombre limité de
cellules microgliales a des cultures d’astrocytes enclenche la prolifération lymphocytaire, laissant

supposer que les astrocytes ont quand méme des effets coopératifs dans la réponse immune
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(Williams et al., 1995). Il semble donc que les astrocytes ne soient pas capables d’initier une
réponse immune, mais puissent activer les cellules T mémoires, c’est a dire déja primées. En cela
ils peuvent perpétuer un processus d’inflammation, mais restent incapables d’un programme
complet d’activation des cellules T naives (Sedgwick et al., 1991a; Weber et al., 1994).
Cependant, ils sont capables d’activer certaines populations de LT en culture s’ils leur présentent
un superantigéne, car dans le cas de cette catégorie de molécules antigéniques, la présentation
ne nécessite pas de molécules de costimulation (Hassan-Zahraee et al., 2000).

* |n vitro, les cultures de cellules endothéliales de la BHE et les oligodendrocytes paraissent
encore moins efficaces dans la présentation antigénique que les astrocytes (Pryce et al., 1989;
Wekerle, 1994 ; Selmaj, 1996). Il apparait en fait une "hiérarchie” dans I'expression des molécules
de CMH de classe Il (Vass et Lassmann, 1990). Ces molécules ne s’expriment sur les cellules
endothéliales cérébrales et les cellules d’origine neuroectodermique comme les astrocytes ou les
oligodendrocytes, qu'en présence de trés fortes doses de cytokines (Satoh et al., 1991;
Kreutzberg, 1996). A linverse, les CMH de classe |l peuvent étre trés rapidement induits dans
toutes les cellules microgliales, par simple administration systémique de cytokines inflammatoires
comme le TNFa ou I'lFNy (Werkerle, 1986 ; Steiniger et Van der Meide, 1988) ou par injection
intracraniale (Vass et Lassmann, 1990). Il en est de méme pour I'expression des molécules de
costimulation ICAM-1, CD40, B7.2 et B7.1 (Aloisi, 2001 ; Nguyen et Benveniste, 2002). Ainsi, la
microglie joue probablement un role essentiel dans la présentation antigénique. Ceci est conforté
par le fait qu’in vitro la microglie purifiée peut induire une prolifération des cellules T (Frei et al.,
1987 ; Cash et al., 1993 ; Matsumoto et al., 1992 : Fischer et al., 1993 ; Williams et al., 1995 ;
Becher et al., 1996 ; Prat et al., 2000). Mais a l'inverse, la microglie ne parait pas capable de
présenter des antigénes dérivés de la MBP a des cellules T CD4" spécifiques de cet antigéne, et
une partie de ces cellules entrent alors en apoptose (Ford et al., 1995, 1996 ; Klyushnenkova et
Vanguri, 1997). En réalité, nombre d’études sont difficiles a comparer, parce que la microglie est
tres fortement influengable par les conditions de culture (Carson et al.,, 1999b). Il apparait, par
exemple, que la microglie CD45'" n’est pas capable d’agir comme APC dans les tests de

prolifération de LT mais qu’elle peut induire une production de cytokines de type Th1 par ces
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cellules (Carson et al., 1998, 1999b ; Juedes et Ruddle, 2001). En général, I'expression du niveau
de CDA45 est corrélée avec la capacité a stimuler la prolifération des cellules T. Ainsi, les réponses
immunes sont plus facilement initiées dans les méninges, le plexus choroide et les régions
vasculaires (des régions du SNC riches en macrophages CD45") plutét que dans le parenchyme
dans lequel la population myeloide résidante, typiquement microgliale, est CD45°". Dés lors, les
macrophages périvasculaires et les macrophages infiltrants apparaissent comme les meilleurs
candidats pour présenter I'antigéne et restimuler les LT.

La plupart des études expérimentales se sont focalisées sur I'expression des molécules de CMH
de classe Il, essentiellement pour des raisons techniques. Mais des observations récentes ont
montré qu’il peut exister une expression de classe | sur certains types de cellules du parenchyme
nerveux, impliquant alors une réponse cellulaire de la part des lymphocytes CD8" (Suzumura et al.,
1986 ; Turnley et al., 1991 ; Jurewicz et al., 1998 ; Redwine et al., 2001). Ceux-ci pourraient jouer
un réle essentiel lors d’infections virales, du rejet de greffe ou de cellules tumorales (Cf. 1.3.3.4 La

réponse T cytotoxique).

1.3.2.2 Mécanismes d’action des LT dans le SNC

a. Activation de la BHE, infiltration lymphocytaire et chimiokines

Nous avons vu précédement que s’ils sont activés, les lymphocytes peuvent efficacement pénétrer
dans le parenchyme nerveux. La production de cytokines pro-inflammatoires par ces cellules peut
modifier 'endothélium vasculaire de fagon a favoriser l'invasion du SNC par les leucocytes
effecteurs de lI'inflammation (Pryce et al., 1997 ; Hickey, 1999).

Ce transit, appelé migration transendothéliale, fait intervenir quatre étapes sucessives (Fig. 7),
bien distinctes, et fortement contrélées par des glycoprotéines de surface ou molécules
d’adhésion (Butcher, 1991 ; Lawrence et Springer, 1991 ; Shimizu et al., 1992 ; Sloan et al., 1992 ;
McEver, 1994 ; Lee et Beneveniste, 1999).

1/ Le roulement : L’interaction entre le leucocyte et la cellule endothéliale lors du roulement
est faible et réversible : le lymphocyte ne « flotte » pas dans le torrent circulatoire, mais il roule sur

'endothélium poussé par le flux sanguin. Les principales sélectines impliquées sont la L-sélectine
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(LAM-1), la E-sélectine (ELAM-1) et la P-sélectine (CD62). Cependant la E-selectine semble étre
plus impliquée dans I'adhésion des neutrophiles et des cellules CD4" alors que la L-selectine
parait étre spécifique de I'adressage des cellules T vers les ganglions lymphatiques.

Les sélectines peuvent étre rapidement induites : la P-selectine apparait dans les minutes, et la E-
selectine dans les heures qui suivent une exposition aux cytokines (Granger et Kubes, 1994 ;
Kerfoot et Kubes, 2002). Cependant le fait que des lymphocytes puissent traverser une barriére
non activée suggére qu’il existe des selectines constitutives sur I'endothélium (Carrithers et al.,
2000, Cf. 1.2.1 Le trafic leucocytaire dans le SNC sain).

« 2/ L’adhésion et P’activation: Le leucocyte qui roule entre en contact avec les chimiokines

qui sont produites par des cellules endothéliales elles-mémes, ou par le foyer inflammatoire sous-
jacent. Du fait de leur affinité pour 'héparane sulfate et les glycosaminoglycanes (GAG) qui
tapissent le versant endoluminal de la cellule endothéliale, les chimiokines se concentrent de
maniére stable sur ce versant. Ce tapis de chimiokines déclenche une augmentation rapide de
I'affinité des molécules d’adhésion leucocytaires pour leur ligand endothélial. Il en résulte une
adhérence ferme du leucocyte sur I'endothélium. PECAM-1 (platelet-endothelial cell adhesion
molecule, CD31), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), VLA-4 (very late antigen-4), LFA-1
(lymphocyte function-anssociated antigen-1, ou CD11a), Mac-1 (CD11b), et les ICAMs
(intracellular adhesion molecules) sont les principales molécules impliquées dans ce processus
(pour revue : Archelos et al, 1999 ; Stanimirovitch et Satoh, 2000). Ces molécules sont
surexprimées lors de processus inflammatoires comme la SEP (Sobel et al., 1990 ; Dopp et al.,
1994 ; Baron et al., 1993 ; Weller et al., 1996), et 'emploi d’anticorps dirigés contre ICAM-1 et
VLA-4 limitte 'adhésion et la transmigration leucocytaire dans I'EAE du rongeur (Yednock et al.,
1992 ; Baron et al., 1993).

» 3/ La diapédése: le leucocyte passe a travers I'endothélium en dégradant localement la
membrane basale. L'utilisation d’enzymes dégradant la membrane basale parait étre une étape
cruciale de la pénétration leucocytaire depuis qu'il a été observé que 'administration exogéne de
polysaccharides sulphatés bloque le développement de 'EAE, par inhibition compétitive avec les

enzymes des LT (Willenborg et Parish, 1988).
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« 4/ La migration _intraparenchymateuse dirigée par les chimiokines : Une fois parvenu

dans l'espace sous-endothélial, le leucocyte poursuit sa migration a travers le tissu, guidé par
I'existence d'un gradient interstitiel de chimiokines qui lui permet de migrer par étapes succéssives
jusqu’au site de production (Baggiolini et al., 1994). Dans le cerveau ces molécules sont sécrétées
localement par les astrocytes, la microglie activée et les macrophages infiltrants (Tani et
Ransohoff, 1994). Les chimiokines sont des petites protéines de 7 a 10 kD, caractérisées par des
résidus cystéines trés conservés reliés par des ponts disulfures intramoléculaires. Elles sont
classiqguement réparties en trois groupes : les chimiokines C-C (telles MIP-1a, RANTES et MCP-1,
2 et 3) lesquelles ont deux résidus cystéines adjacents, la famille C-X-C (comprenant I'lL-8, GRO,
IP-10 et MIP-2) dont les deux cystéines sont séparées par un amino-acide, et la famille des
chimiokines C (lymphotactine) qui n'ont qu'une cystéine NH2-terminale. En général, les membres
de la famille des chimiokines C-X-C sont chimioattractants et activateurs des neutrophiles, et ceux
de la famille C-C attirent et activent les monocytes, les lymphocytes, les éosinophiles et les
basophiles. La lymphotactine, comme son nom [lindique, attire plus spécifiquement les
lymphocytes. Une chimiokine découverte plus récemment, la neurotactine ou fracktalkine (Pan et
al., 1997), a un profil unique de type C-X-X-X-C (trois amino-acides séparent les deux cystéines).
Cette derniére attire les neutrophiles et son ARN messager (ARNm) est en majeure partie exprimé
dans le cerveau. Elle est aussi produite par la microglie activée et les macrophages
périvasculaires lors de 'EAE.

Ainsi, le développement d'un foyer inflammatoire, est relayé par une production de chimiokines.
Leur expression par les cellules endothéliales peut aboutir a une rupture de la BHE, et au

recrutement massif de nombreux autres leucocytes circulants.

b. La présentation antigénique

La présentation antigénique est la capacité d’'une cellule a ingérer une protéine étrangére, a la
dégrader partiellement, a exporter ses peptides a la surface en association avec les molécules du

CMH, et a engager des liaisons avec un lymphocyte.
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b1. Le complexe CMH/peptide :

Il existe deux classes de molécules de CMH : Les molécules de classe | présentent des peptides
antigéniques aux lymphocytes cytotoxiques (exprimant le co-récepteur CD8, Cf 1.3.34 La
réponse T cytotoxique), alors que les molécules de classe Il présentent des peptides aux LT
auxiliaires (ou CD4%).

e Les molécules de classe | présentent principalement des peptides dérivés de protéines
endogénes (synthétisées par les cellules elles-mémes), souvent localisées dans le cytosol
(Germain et Margulies, 1993). Les molécules de classe Il, au contraire, présentent aussi bien des
protéines endogénes membranaires ou sécrétées que des protéines exogénes entrées dans les
cellules présentatrices par internalisation. Cette spécificité de présentation repose, au moins en
partie, sur le mécanisme méme de production des peptides antigéniques et leur site intracellulaire
d’association aux molécules de CMH. En effet, dans la premiére voie de présentation, les
antigénes sont digérés par le protéasome dans le cytosol et les peptides ainsi engendrés sont
transférés par les transporteurs TAP1/2 dans la lumiére du recticulum ou ils s’associent aux
molécules du CMH de classe | néosynthétisées. Les molécules de classe | sont formées par
I'association non covalente d’'une chaine leégére non polymorphique, la 3-2 microglobuline, et d’'une
chaine lourde a polymorphique formée de 3 domaines extra-cellulaires a1, a2 et a3. La structure
tridimensionnelle de la molécule fait apparaitre une cavité entre les domaines a1 et a2 dont le fond
est un feuillet B plissé et les bords des hélices a. C’est dans cette zone que s’effectue I'interaction
avec les peptides. Le domaine a3 est quant a lui impliqué dans l'association avec la [(2-
microglobuline et constitue le site de liaison au corécepteur CD8.

* Les chaines a et B composant les molécules de classe Il sont incapables de lier des peptides
dans le réticulum endoplasmique en raison de leur association avec la chaine invariante (li). C’est
lors du transport vers la voie endocytique que la protéine extracellulaire fixée a un récepteur
spécifique ou captée par endocytose est clivée en peptides, induisant une dissociation et une
dégradation de la chaine li, et permet ainsi 'association des peptides antigéniques aux chaines a
et B. Leur organisation tridimentionnelle est semblable aux molécules de classe | sauf que la cavité

de liaison du peptide est plus ouverte et permet de charger des peptides plus longs.
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b2. Le récepteur T (TCR), son répertoire et le complexe TCR/CD3.

Les lymphocytes T interagissent avec les molécules des CMH de classe | ou Il et leurs peptides
antigéniques grace a un récepteur hautement polymorphe : le TCR. La grande diversité des TCR
trouvés de maniére non pathologique sur les LT présents dans un organisme forme le répertoire.
Le TCR est un complexe multiprotéique composé d’'un hétérodimere clonotypique non covalent
formé des deux chaines af3 ou yd En raison du trés faible nombre de lymphocytes Ty, de leur
répartition trés hétérogéne (presqu’exclusivement épithéliale) et de leur reconnaissance
antigénique trés particuliére (glycoprotines ou glycolipides présentés par les molécules CD1) nous
nous intéresserons plus particulierement aux LT af3 dans ce manuscrit.

Chaque chaine (a ou B) qui compose le TCR est constituée d’'un domaine variable (V) du coté N-
terminal, d’'un domaine de diversité (D, sauf chaine a), d’'un domaine de jonction (J) et d’'un
domaine constant (C) du coté C-terminal. Un géne fonctionnel est le produit de réarrangements
V(D)J et C (Alt et al., 1992). Ces domaines correspondent a des segments géniques initialement
séparés sur 'ADN et réarrangés dans le thymus au cours de son développement. Pour la chaine
du TCR, ces segments géniques correspondent, chez le rat, a 24 segments V[, répartis en 21
familles (les familles V33, V35 et V38 regroupent plusieurs génes et le segment V3.1 n'est pas
fonctionnel chez le rat de souche LEWIS), 12 segments Jf3, 2 segments D3 et 2 segments C[3 pour
la chaine B (Williams et al., 1991). La proportion, dite variable de ces chaines, présente trois
boucles hypervariables CDR1, CDR2 et CDR3 (Complementary Determining Region) impliquées
dans l'interaction avec le ligand (Fig. 8).

Si le TCR est responsable de la spécificité de reconnaissance de l'antigéne, il est dépourvu de
portion intracellulaire. Cependant, ce récepteur est associé a de nombreuses chaines
polypeptidiques (hétérodiméres yd, ¢, et homodimére ((), formant le complexe CD3, qui est
nécessaire a la transduction des signaux qui conduisent a I'activation des LT (Kanellopoulos et al.,
1983). L'ensemble des signaux induits par la stimulation du complexe CD3/TCR constitue le signal
1. Brievement, ce signal induit la phosphorylation des motifs ITAM (Immunorecepetor Tyrosine-
containing Activation Motifs) qui permettent a leur tour le recrutement de la tyrosine kinase ZAP-70

qui devient alors phosphorylée et active (Pour revue : Qian et Weiss, 1997). Il s’ensuit plusieurs
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cascades d’évenements biochimiques et en particulier une activation de la phospholipase Cy qui
entraine une augmentation du flux calcique intracytoplasmique et I'activation de protéines kinase C
(PKC). Cette cascade de signalisation reste cependant insuffisante a elle seule pour induire
I'activation des génes spécifiques nécessaires a l'activation et la prolifération des LT. Un second
signal est indispensable pour compléter I'activAtion et n'est permis que par linteraction de

nombreuses autres molécules entre la cellule présentatrice et le lymphocyte (Fig. 9).

b3. les corécepteurs et les molécules de costimulations

L’engagement d’'un nombre minimum de TCR est nécessaire a la transcription des génes de
cytokines et a la prolifération T. Ce seuil dépend de la mise en jeu de structures de co-signalisation
permettant, en plus de leur coopération indispensable a la signalisation intracellulaire du TCR, de
renforcer l'interaction du TCR au complexe CMH/peptide par leur propriéte d’adhésion (Linsley et
al., 1990).

L’aggrégation des récepteurs T induit sur le LT I'expression du ligand de CD40 (CD154) qui
interagit avec la molécule CD40 présente sur les cellules présentatrices. Dans le méme temps la
molécule CD28 interagit avec I'antigéne B7 (B7.1 ou CD80, B7.2 ou CD86). L’interaction B7-CD28
induit un « second » signal qui, combiné au premier signal, accroit la transcription, via I'activation
de facteurs de transcription comme NFkb, NFAT ou le complexe AP-1 (hétérodimére Fos/Jun), et
stabilise les ARNm de nombreux génes comme I'lL2 (Fig. 9). D’autres intéractions importantes,
notamment pour 'adhésion des cellules, sont répertoriées sur la figure 10. L'expression ainsi
induite se traduit par plusieurs changements phénotypiques et l'acquisition de mécanismes
effecteurs spécifiques. Les LT activés expriment d’autres marqueurs d’activation comme la lectine
CDB69, ou le récepteur de I'lL2 (CD25). En réponse a I'lL-2, les cellules T se multiplient.

Cependant, les LT activés peuvent exprimer la molécule CTLA-4 (Cytotoxic lymphocyte-associated
antigen-4, ou CD152), qui interagit également avec B7, mais avec une affinité cent fois supérieure
a celle de CD28. Or, cette interaction CTLA-4/B7, a l'inverse de CD28/B7, bloque la prolifération

des LT et provoque leur anergie (Linsley et al, 1992). Beaucoup de stratégies
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d'immunosuppression sont basées sur le blocage de la costimulation, notamment en interférant
avec la voie B7/CD28. L’'une d’elle fait appel a la production d’'une forme soluble de CTLA-4, qui,
en masquant le récepteur B des APC, interdit toute interaction de ce récepteur avec la molécule

CD28 des LT (Fig. 11 et Cf. Perspectives).

1.3.3.3 La polarisation Th1/Th2

Suivant le contexte dans lequel les LT CD4" sont activés, ils se différencient en deux sous-
populations distinctes, dites auxiliaires Th1 ou Th2, et sont soumis a une intense prolifération
clonale. Les réponses dirigées par le sous-type Th1 sont des réponse d’hypersensibilité retardée
(DTH) : de tels lymphocytes sont impliqués dans l'activation et la coopération avec les cellules T
CD8", les macrophages et les cellules NK, qui agissent directement contre la cible antigénique. La
réponse anticorps est faible, de type IgG2a. A l'inverse les lymphocytes de sous type Th2 sont
plutét destinés a promouvoir de fortes réponses humorales, par I'activation des lymphocytes B, qui
conduit a la sécrétion d’anticorps de type IgE et IgG1, ne fixe pas le complément.

Mosmann et Coffman (1989) ont été les premiers a identifier, in vitro, les profils cytokiniques qui
caractérisent ces deux types de LT CD4": les cellules Th1 produisent notamment de I'lL-2, de
I'IFNy et la lymphotoxine a alors que les cellules Th2 produisent plus spécifiquement de I'lL-4, IL-5,
IL-6, IL-10 et IL-13. En plus d’étre fonctionnellement distinctes, ces deux sous-popuations
s’inhibent mutuellement en limitant le développement et l'activité immune de lautre (Street et
Mosmann, 1991 ; Paul et Seder, 1994). En effet, 'IFNy inhibe fortement les réponses de type Th2
et réciproquement, I'lL-10 bloque I'activation et 'expansion des lymphocytes Th1. In vivo, un grand
nombre de facteurs affectent la polarisation Th1/Th2 a partir du stade naif ThO. Ceci inclut le
génotype de l'animal, la dose antigénique, le type d’APC présentant 'antigéne aux cellules T
auxiliaires, et le type de molécules de I'environnement (Reiner et Locksley, 1995 ; Guery et al.,
1996 ; Murphy et al., 1996 ; Thompson, 1995 ; Saint-Vis et al., 1998 ; O’Garra, 1998). En régle
générale, I'lL-12 favorise le développement d’'une réponse de type Th1 alors que I'lL-4 oriente

plutét la différenciation de type Th2 (Fig. 12).
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1.3.3.4 Laréponse T cytotoxique

L'immunité spécifique cellulaire inclut, a part égale, le développement de LT cytotoxiques CD8"
(CTL) qui reconnaissent spécifiquement des peptides dérivés de protéines intracellulaires
présentées sur le CMH de classe |I. Ainsi, ces CTL assurent une surveillance dirigée contre les
agents infectieux a tropisme intra-cellulaire. En dehors du SNC, les CMH | ont une expression
quasi-ubiquitaire, mais dans le cerveau sain leur expression est quasi-inéxistante, ce qui explique
gu’il y a peu de cibles des CTL dans le cerveau a I'état normal. Les neurones sont particulierement
réfractaires a l'induction de I'expression de molécules de classe | par I'expression de cytokines
pro-inflammatoires comme I'lFNy, et ne peuvent donc pas étre détruits par les CTL, ce qui les rend
sensibles aux infections virales persistantes (Joly et al., 1991). Cette absence d’inductibilité ne
concerne cependant que les neurones fonctionnels et électriquement actifs. En effet, le blocage de
cette activité par la tétrodotoxine restaure la possibilité qu'a 'lFNy d’induire I'expression des
molécules de classe | dans les neurones (Neumann et al., 1995, 1997). Quant aux trois autres
types cellulaires qui constituent le parenchyme cérébral (oligodendrocytes, astrocytes et
microglie), il n’a été observé d’expression des CMH de classe | qu'aprés une exposition a des
doses importantes de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa ou I'lFNy (Vass et
Lassmann, 1990 ; pour revue : Neumann, 2001).

Cependant lors d’inflammations sévéres du SNC (SEP, ou dans une moindre mesure des
phénomeénes neurodégénératifs, par exemple liés a un infarctus), les CTL peuvent s’accumuler
dans et autour des Iésions, dans une proportion dix fois supérieure aux lymphocytes CD4" (Gay et
al., 1997 ; Babbe et al., 2000). En effet le recrutement et le 'adressage des CD8" parait facilité
comparativement aux autres types Ilymphocytaires, mais les mécanismes moléculaires
responsables de cette différence restent a éclaircir (Carson et al., 1999a).

Le développement des CTL s’effectue en deux phases: en premier lieu, il se produit un
engagement et une prolifération limitée de CTL naifs, mais spécifiques d'un antigéne, qui
expriment le récepteur de l'IL-2, mais ne sont pas capables d’action cytotoxique. Dans une
seconde étape, ces cellules proliferent de fagon extensive et se différencient en CTL. Ceux-ci

possédent une capacité de lyse spécifique de la cellule cible (Fig. 13). Cette seconde phase
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requiert non seulement la reconnaissance de I'antigéne mais encore des taux significatifs d’'IL-2.
En régle générale, la source d’lL-2 est autant autocrine que paracrine (sécrétion d’'IL-2 par les

CD4" Th1), suggérant par la un mécanisme de coopération entre ces deux types cellulaires.

1.3.3.5 Un réle secondaire pour les lymphocytes B dans I'inflammation du SNC ?

Il existe peu de données sur la présence et le réle des lymphocytes B dans le SNC. Cependant,
des études menées sur des rats immunisés avec un antigéne étrangé non pathogéne, ont montré
gue des cellules B et des plasmocytes, spécifiques de cet antigéne, pouvaient se retrouver dans le
SNC (Knopf et al., 1994 ; 1998). A I'image des LT, les cellules B ne semblent pas avoir de difficulté
pour franchir la BHE, mais ce phénoméne reste sous la dépendence de son état d’activation
(Postigo et al., 1994). Les molécules CD57 et CD65 présentes sur les cellules B activées
interagissent avec la E et P-selectine présentes a la surface de I'endothélium. Il semble
cependant, que dans le SNC, aprés rencontre de I'antigéne pour lequel ils sont spécifiques, les
cellules B ne sont capables de se différencier en plasmocytes qu’aprés une interaction initiale avec
les cellules T (Griffin et al., 1992). Aussi leur présence reste relativement rare, sauf dans les
maladies associées a une infiliration massive de LT, telle que la SEP (pour revue : Cross et al.,
2001). Leurs roles passent par la capture, le traitement, et la présentation de I'antigéne, qui les
impliquent comme de possibles APC (Davidson et Watts, 1989, Cheng et al., 1999). lls peuvent en
outre participer a la costimulation des LT et au recrutement d’autres cellules sur le site
d’'inflammation (Hall et al., 1999 ; Lou et al., 2000). A linverse, les cellules B peuvent inverser le
processus inflammatoire en influengant la production de cytokines vers une balance Th2>Th1
(Saoudi et al.,, 1995; Stockinger et al., 1996) ou induire une anergie des cellules T CD8*

(Hollsberg et al.,1996).
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Modéles de greffes appliquées a la maladie de Parkinson

Contrairement a beaucoup d’autres tissus, le systéme nerveux a une capacité limitée d’auto-
réparation et les cellules hautement différenciées qui le composent ont perdu leur capacité de
régénération. Bien qu'il existe des cellules souches neuronales dans le cerveau adulte, elles ont
aussi une capacité limitée pour régénérer des neurones fonctionnels aprés une lésion. Ainsi, la
transplantation neuronale apparait particulierement applicable lorsque la mort neuronale ne
concerne que des populations homogeénes sur le plan anatomique et neurochimique. C’est le cas
de la maladie de Parkinson (MP) qui résulte de la perte sélective des neurones dopaminergiques

de la substance noire.

2.1 La maladie de Parkinson et ses principales thérapeutiques

2.1.1 Pathologie, causes

Cette affection neurodégénérative est caractérisée par des troubles moteurs, dus a la mort des
neurones dopaminergiques de la substance noire localisés dans le mésencéphale ventral (Fig.
14). Cette dégénérescence d’origine inconnue, provoque un déficit en dopamine dans les régions
innervées par ces cellules, en particulier le striatum. Les premiers symptdmes de la maladie
apparaissent lorsqu’environ 50% de ces neurones ont dégénérés, ce qui entraine une déplétion
d’environ 70 % de la dopamine dans le striatum (Dunnett et Bjérklund, 1999). Il en résulte des
troubles moteurs trés handicapants : tremblements, lenteur des mouvements (bradykinésie),
rigidité et akinésie (absence de mouvements). Par la suite, des dégénérescences secondaires
entrainent une détérioration des aires corticales motrices, et par conséquent, des troubles
cognitifs. Avec une prévalence de 150 pour 100 000 individus et une incidence de 20 pour 100 000
dans tous les pays et pour toutes les races, la MP est la pathologie neurodégénérative la plus

commune aprés la maladie d’Alzheimer (Schapira, 1999).
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Ses causes ne sont pas connues, mais, la découverte en 1983 que la 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP) injectée par erreur par voie intraveineuse par les consommateurs
d’héroine, provoquait des symptédmes et une neurodégénération similaires a la MP, amena l'idée
que des toxines environnementales pouvaient jouer un rdle dans le déclenchement de la
pathologie (Langston et al., 1983). L’'augmentation de lincidence de la maladie dans les zones
rurales exposées aux pesticides, s’accorde avec cette théorie (Semchuk et al., 1992). En effet,
ladministration systémique d'un pesticide couramment employé, la roténone, induit des
dégénérescences nigro-striées chez le rat (Betarbet et al., 2000). De plus, lincidence de la
maladie est plus forte chez les Afro-américains que chez les Africains suggérant encore une
importance de I'environnement (Jendroska et al., 1994). Des formes familiales génétiques de MP
(mutation du géne de l'a-synucléine, de la Parkine ou de l'ubiquitine) ont été décrites (Gasser,
1998 ; Kitada et al., 2000), laissant supposer que c’est sans doute une combinaison de facteurs
tant génétiques qu’environnementaux, qui contribuent au développement de la pathologie (pour

revue : Lotharius et Brundin, 2002 ; Broussolle et Thobois, 2002).

2.1.2 Les modéles animaux

Malgré une étiologie différente de la pathologie humaine, c’est sur la base de modéles animaux
qu’en 1957, Carlsson mit en évidence le réle du systéme dopaminergique dans le cerveau. |l s’agit
d'animaux traitéts par des agents toxiques relativement spécifiques des neurones
dopaminergiques, comme la 6-hydroxydopamine (6-OHDA) chez le rat (pour revue . Sachs et
Jonsson, 1975) ou le MPTP chez la souris ou le singe (Varastet et al., 1994). En plus d’étre des
outils pour les études pharmacologiques, ces modéles ont permis de vérifier la faisabilité de la
technologie de la transplantation neuronale. Deux stratégies se dégagent de ces expérimentations.
L’'une vise a restaurer la dopamine manquante dans le striatum (Fig. 14, droite), 'autre, basée sur
la neuroprotection des neurones restants, est essentiellement axée sur la plasticité des corps

cellulaires des neurones dopaminergiques dans la substance noire.

47



2.3.1 Interventions thérapeutiques

2.1.3.1 Efficacité relative des traitements pharmacologiques

Il existe dans cette pathologie des traitements médicamenteux efficaces a base de lévodopa (L-
Dopa), un précurseur de la dopamine qui peut franchir la BHE et rétablir la transmission
dopaminergique déficiente. Cependant son efficacité décroit dans les 5 a 7 ans, entrainant des
fluctuations cliniques de I'état des malades, essentiellement des dyskinésies (mouvements
involontaires) qui handicapent lourdement les patients (Rascol et al., 2000 ; Lang et Lozano,
1998). La lévo-dopa peut également induire des effets secondaires trés invalidants : ce sont des
mouvements involontaires, appelés dyskinésies.

Des agonistes dopaminergiques, comme la bromocriptine ou le ropinirole, ainsi que des
traitements qui inhibent les enzymes de la dégradation de la dopamine, augmentent les effets de

la L-dopa et sont donc utilisés en complément.

2.1.3.2 Interventions chirurgicales

D’autres pistes thérapeutiques sont testées et comparées chez 'homme depuis une dizaine
d’années. C’est le cas de la pallidectomie (Iésions ponctuelles du pallidum par thermocoagulation),
une opération pratiquée aux Etats-Unis mais abandonnée en Europe, dont leffet réduit les
symptdmes parkinsoniens, notamment les tremblements (Fine et al., 2000 ; Krack et al., 2000).
Plus récemment, I'équipe de Benabib, a Grenoble, a développé une nouvelle approche basée sur
les stimulations électriques intracérébrales profondes des noyaux sous-thalamiques. Le courant de
haute fréquence envoyé dans certains noyaux hyperactifs dans la MP induit une dépolarisation
des neurones dont les effets symptomatiques se traduisent par une amélioration clinique et la
réduction de la médication (Limousin et al., 1998). La lourdeur et le colt élevé de ces interventions
font qu’elles ne sont pratiquées qu’en dernier recours, lorsque les traitements pharmacologiques
n’ont plus effet. Elles ne semblent efficaces que dans les formes idiopathiques de la maladie,

lorsque la dégénérescence est restreinte aux neurones dopaminergiques de la substance noire.

48



2.1.3.3 Stratégies de neuroprotection

De nouvelles approches cherchent a limiter le stress oxydatif qui pourrait étre responsable de la
destruction des neurones dopaminergiques de la substance noire. C'est le cas du tocopherol
(vitamine E ; pour revue Fahn et Cohen, 1992). Mais une piste particulierement prometteuse est
celle des facteurs de croissances neurotrophiques. En effet les neurones dopaminergiques de la
substance noire possédent les récepteurs Ret et GDNFR1 qui leur permettent de répondre au glial
derived neurotrophic factor (GDNF), un facteur neurotrophique naturellement produit au niveau du
striatum. Un apport en GDNF, effectué au niveau de la substance noire, protége efficacement les
neurones dopaminergiques contre diverses atteintes toxiques, notamment par la 6-OHDA ou la
MPTP (Hoffer et al., 1994 ; Gash et al., 1996). L'apport de ce facteur aux patients pourrait donc
contribuer a ralentir, sinon méme arréter le processus neurodégénératif et favoriser la
réafférentation des territoires dénervés. D’autres facteurs pourraient étre utilisés, comme le BDNF,
un membre de la famille des neurotrophines, dont le récepteur TrkB est également exprimé par les
neurones dopaminergique de la substance noire. Toutefois ces facteurs neurotrophiques doivent
étre apportés localement, parce qu’ils ne franchissent pas la BHE et que, dans le SNC, leur action
n'‘est pas restreinte aux seuls neurones dopaminergiques. Plusieurs stratégies d’apport
neurotrophiques ont été étudiées : elles passent par linstillation via des pompes osmotiques
(Yurek, 1998), par I'implantation répétée de microcapsules contenant le facteur neurotrophique
(Gouhier et al., 2002 ; Menei et al.,, 2000) ou de cellules programmées pour le produire (pour
revue . Zurn et al.,, 2001). Enfin, une voie prometteuse consiste a construire des virus
recombinants capables d’exprimer le géne du facteur trophique suite a leur injection intracérébrale
au niveau du corps cellulaire des cellules dopaminergiques dans la substance noire. De tels
vecteurs sont actuellement dérivés de I'adénovirus, de lentivirus dont I'HIV, ou du virus associé a
ladénovirus (AAV) (pour revue : Bjorklund et al., 2000). Des progrés constants permettent
d’atténuer leur cytotoxicités et d’augmenter leur capacité a promouvoir une expression prolongée
du transgéne. Des virus capables de provoquer une synthése de GDNF ont montré leur intérét
dans des modéles animaux de MP (Bilang-Bleuel et al., 1997, Kordower et al., 2000, McGrath et

al.,, 2002). De fagon plus originale, notre équipe s’est affairée a une autre stratégie basée sur
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'expression ectopique du récepteur au NGF, TrkA, rendant les neurones dopaminergiques
transduits sensibles a ce facteur présent au niveau de leur terminaison axonale dans le striatum.
Les neurones transduits par 'AAV-TrkA sont alors significativement protégés d'une lésion a la 6-

OHDA (Cf. Addendum).

2.1.3.4 Apport de dopamine par autogreffe de cellules non-neuronales

Partant du principe qu’un apport en dopamine dans le striatum devrait réduire ou supprimer des
symptdmes parkinsoniens, des autogreffes de cellules médullo-surrénaliennes ont été tentées
chez I'animal dans les années 80 (Pour revue : Freed et al.,, 1990 ; Hansen et Gash, 1991).
Cependant, chez 'homme, la survie de ces cellules dans le SNC était de courte durée ce qui
interdisait toute intégration possible dans le réseau striatal (Barker et Dunnet, 1993). Le bénéfice
de leur transplantation était faible, sinon nul, peut-étre par manque de phénotype neuronal (pour
revue : Bjorklund et Lindvall, 2000). Ce type d’intervention provoquait, en outre, une importante
morbidité liée a la double intervention chirurgicale (abdominale, puis neurochirurgicale), et cette

voie a été totalement abandonnée.

L'utilisation de virus amenant la tyrosine hydroxylase, premiére enzyme de la synthése des
catécholamines, ou la transplantation de cellules programmées pour exprimer cette enzyme, sont
restées essentiellement du domaine de I'expérimentation animale (Date et al., 2000), méme si des
essais cliniques se sont engagés au Japon (Date et Ohmoto, 1999 ; Tseng et Aebischer, 2000).

La greffe de cellules de Sertoli est probablement une piste intéressante elle aussi, car elles
exercent une forte immunosuppression locale et sont productrices de facteurs neurotrophiques
(Widenfalk et al., 1997). Leur transplantation, seule ou combinée a des cellules chromaffines, a
montré des améliorations significatives des symptdmes chez le rat parkinsonien (Sanberg et al.,
1996 , 1997). Il pourrait en aller de méme des cellules de Miller, astrocytes particuliers trouvés
dans la rétine, ou des corps carotidiens, qui outre leur capacité a produire des catécholamines,
peuvent aussi constituer une source efficace de GDNF (Espejo et al., 1998 ; Luquin et al., 1999 ;

Garcia et al., 2002).
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2.2

Les cas d’allogreffes

2.21 Données expérimentales :

Il'y a déja un siécle, des allotransplantations de cortex dans le cortex étaient réalisées sur des
modeéles animaux. Depuis les années 90, un nombre considérable d'études ont prouvé que les
allogreffes de tissus riches en cellules dopaminergiques, issus de mésencéphale ventral (MV)
embryonnaire, pouvaient survivre, croitre, développer des connections avec le tissu héte, et
contrebalancer les effets d’'une lésion chez le rat rendu hémiparkinsonien par l'injection unilatérale
de 6-OHDA (Bjorklund et Stenevi, 1979, Perlow et al., 1979).

Le SNC est un terrain peu propice a la croissance axonale, qui est en particulier insuffisante pour
que des neurones dopaminergiques foetaux implantés dans la substance noire réafférentent
efficacement le striatum (pour revue : Isacson et Deacon, 1997). En revanche, placés directement
dans le striatum, ces neurones immatures émettent des axones qui colonisent en partie cette
structure, synthétisent et libérent de la dopamine, et peuvent former avec les neurones du
receveur des synapses dont la fonctionnalité a été démontrée (Mahalik et al., 1985 ; Wuerthele et
al.,, 1981. Schmidt et al., 1982). Réciproquement, les neurones transplantés sont susceptibles de
recevoir des afférences du striatum lui-méme, méme aussi du cortex frontal. Ainsi, une fraction des
neurones mésencéphaliques feetaux transplantés survivent de fagon prolongée, et reconstituent,
bien gu’en situation ectopique, une cytoarchitecture proche de la normale (Doucet et al. 1989).

A travers plusieurs épreuves comportementales, le caractére fonctionnel des implants a été
démontré. C’est le cas de l'activité rotatoire, induite par 'amphétamine chez des rats ayant subi
une destruction unilatérale de la substance noire par la 6-OHDA. Cette activité anormale, témoin
de la dénervation dopaminergique, est supprimée, sinon méme inversée quelques semaines aprés
la greffe intrastriatale ipsilatérale de neurones mésencéphaliques (pour revue . Hudson et al.,
1994 ; Herman et Abrous, 1994). Une autre information importante issue de ces études est que la
survie prolongée de ces allogreffes est possible sans immunosuppression. Le greffon parait

immunologiquement inerte vis-a-vis du systéme immunitaire de I'hote. Cependant, cet état
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apparent de tolérance peut étre rompu par une réaction de rejet, induite dans un tissu
périphérique. C’est ainsi qu'une greffe de peau du donneur peut provoquer une réaction de rejet
de la part du receveur (Duan et al.,, 1997) ou plus simplement par immunisation du receveur

(Freed et al., 1988 ; Poltorak et Freed, 1991 ; Hudson et al., 1994).

2.2.2 Application de I'allogreffe en clinique :

Au regard des ces données obtenues dans des modeles animaux, c’est tout logiqguement que
Lindvall et ses collaborateurs réalisent en Suéde, a la fin des années 80, le premier essai clinique
chez deux patients parkinsoniens dont le but primordial était d’étudier la survie des neurones
dopaminergiques foetaux transplantés dans le cerveau humain (Lindvall et al., 1989). Pour des
raisons de méthodologie, ces premiéres données n'ont pas été concluantes quant a la survie du
greffon, mais un an plus tard, la méme équipe montre la premiére preuve de la survie des
neurones dopaminergiques associée a des bénéfices cliniques substantiels (Lindvall et al., 1990).
Depuis, de nombreux autres investigateurs ont montré que les allogreffes intrastriatales pouvaient
induire des améliorations cliniques notoires chez le sujet parkinsonien. Aprés un délai de deux a
trois mois, une majorité des patients présente une survie graduelle de la greffe et les expériences
ont montré que jusqu’a 24 mois, ces patients passaient plus de temps en phase «on », et
montraient une sévérité réduite de la rigidité et des bradykinésies en phase « off », la phase
d’échappement a I'action médicamenteuse (Defer et al., 1996 ; Freeman et al., 1995 ; Hauser et
al., 1999 ; Kordower 1995, 1998 ; Lindvall et al, 1992, 1994 ; Peschanski et al., 1994 ; Remy et al.,
1995 ; Sawle et al., 1992). En une quinzaine d’années, c'est prés de 350 patients atteints de
Parkinson sévére qui ont été transplantés, dont une quinzaine en Suéde et autant en France. Les
patients recoivent un traitement immunosuppresseur « d’appoint » pendant les 6 mois qui suivent
'opération et la survie du greffon est suivie régulierement par des techniques d’'imagerie cérébrale
telles que 'IRM ou la tomographie par émission de positons (PET) mesurant la capture de la
fluoro-dopa (['®F]-DOPA), une technique qui donne des indications sur 'importance de I'innervation
dopaminergique in vivo (Langston et al.,, 1992 ; Brooks, 2000). Ces techniques d’imagerie ont

permis de montrer la survie des neurones, la sécrétion dopaminergique et la réafférence corticale
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10 ans aprés la transplantation (Piccini et al., 1999, 2000). Par ailleurs, I'évolution de I'état des
patients aprés-greffe est suivie selon un protocole international, le CAPIT (core assessement
program for intracerebral transplantation). Le bilan des études européennes parait positif : sur les
30 patients européens greffés, 'un, en Suede, a vu ses symptdémes disparaitre et a pu se passer
de L-dopa, et une dizaine d’entre eux ont vu certains de leurs symptébmes moteurs s’atténuer,
notamment la bradykinésie. En moyenne, 'augmentation de la restauration dopaminergique dans
la zone malade est de 60%, 2 ans aprés greffe. D’une fagcon générale, la transplantation a permis

de réduire les doses médicamenteuses de L-dopa.

2.2.3 Limitations de I’allotransplantation neuronale :

Les études récentes conduites par Freed et ses collaborateurs, qui comparent, en double
aveugle, les effets de la transplantation versus une opération placebo chez des patients
parkinsoniens, montrent que les améliorations se retrouvent essentiellement chez le sujet jeune
(<60 ans). En outre, certains de ces patients améliorés ont présenté des dyskinésies sévéres et
des dystonies faciales dans les deux ans qui suivent (Freed et al., 2001). Celles-ci sont peut-étre
lites a des probléemes techniques, résultant d’'une réafférentation dopaminergique du striatum
excessivement hétérogéne. Le nombre limité d’embryons utilisés dans cette étude, le site
d’'implantation, et le peu de recul suite a la greffe (1 an) peuvent expliquer ces mauvais résultats
(Olanow et al., 2001 ; Redmond et al., 2001 ; pour revue : Borlongan et Sanberg, 2002). Une
évidente limitation de cette approche thérapeutique tient au fait que I'utilisation d’'embryons issus
d’interruption volontaire de grossesse pose de graves problémes éthiques (Marshall, 2000). Il faut
ajouter qu’il parait aussi impossible de programmer les avortements a I'avance et qu’il est difficile
de contrbler la présence d’agent pathogéne dans le tissu. L'utilisation de produits chimiques
abortifs et la tendance aux IVG précoces entrainent un déficit de source matérielle pour I'allogreffe
neuronale. En outre, la transplantation bilatérale d’un patient parkinsonien requiert plusieurs foetus.
Ceci implique qu’indépendamment des difficultés d’ordre méthodologiques, il est illusoire

d’envisager de parvenir a transplanter les 100.000 patients parkinsoniens actuels en routine.
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2.3

La xénogreffe

Les problémes liés a I'utilisation de cerveaux embryonnaires humains issus d’avortements
ont conduit a chercher d’autres donneurs. Comme le proposait déja Freeman et ses collaborateurs
a la fin des années 80, une alternative intéressante est I'utilisation de tissu xénogénique tel que le
porc (Freeman et al.,, 1988). Les problemes éthiques s’en trouvent restreints, tandis que la
disponibilité tissulaire est accrue. La viabilité et la pureté du matériel cellulaire peut-étre facilement
standardisée, la présence d’agents pathogénes facilement détectée et le donneur peut aussi étre

génétiquement modifié pour augmenter la survie du greffon.

2.3.1 Le porc comme donneur :

2.3.1.1 Xénogreffes concordantes ou discordantes

A l'instar de l'allotransplantation, la xénotransplantation est définie comme la transplantation entre
espéces différentes. Mais une distinction peut-étre faite entre des transplantations réalisées entre
espéces relativement proches, appelées xénogreffes concordantes, et les transplantations entre
espéces plus éloignées, appelées xénogreffes discordantes. Ces différences phylogéniques
peuvent entrainer des variations immunologiques notamment au niveau de la réponse innée
(anticorps et complément). En effet, des rejets violents et rapides, appelés rejets hyperaigus, font
intervenir des anticorps déja présents chez le receveur, plus communément appelés xénoanticorps
naturels (XAN). Dans le cas de 'lhomme et des singes les plus proches, c’est essentiellement la
présence sur 'organe du donneur d’un épitope sucré, le Gal a(1-3) Gal, qui entraine cette réaction
(Galili et al., 1988). De méme, I'activation du complément est trés étroitement régulée par au
moins 5 protéines espéce-spécifiques présentes a la surface des cellules. Dés lors qu'il existe des
différences d’espéce entre les composants effecteurs et régulateurs du complément, il n'y a plus
d’inhibition et des dommages peuvent apparaitre. Ainsi, la greffe de tissu porcin chez 'lhomme est

considérée comme discordante.
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Cependant, méme si des espéces présentent toutes deux I'épitope Gal a(1-3) Gal, elles peuvent
guand méme étre considérées comme discordantes par la présence naturelle d’anticorps contre
d’autres antigénes. Ainsi une greffe de tissu neural embryonnaire murin chez le cobaye peut-étre
considérée comme discordante, alors que sa transplantation chez le rat est considérée
concordante (Larsson et al., 1999b). Les modéles de greffes de tissus porcins chez le rongeur sont
aussi considérés comme discordants, tout en se rappelant que son application chez 'homme ferait

en plus intervenir d’autres XAN tels que I'épitope Gal a(1-3) Gal.

2.3.1.2 Propriété du tissu porcin

Le porc est considéré comme le donneur le plus adapté en xénotransplantation humaine pour
plusieurs raisons : I'une est qu’il est déja utilisé a une large échelle pour la consommation, rendant
I'utilisation d’une petite fraction pour usage médical éthiquement plus justifiable que I'utilisation du
singe par exemple. |l est aussi génétiquement assez proche de 'humain avec une trés grande
partie de son génome identique (Johansson et al., 1995 ; Rettenberger et al., 1995). Les organes
du porc sont généralement d’une taille et de fonction physiologique comparables a 'humain, méme
si certaines différences existent (Breimer, 1999). Le porc a aussi une durée de vie relativement
longue (25 ans en moyenne), ce qui peut avoir une importance au regard de 'espérance de vie de

l'organe ou des cellules transplantées (pour revue : Pedersen et Widner, 2000).

2.3.1.3 Risques des xénogreffes neuronales : PERV et autres infections

En plus des risques encourus par la chirurgie nécéssaire a la transplantation, par 'anesthésie et
par les traitements immunosupresseurs, il existe celui de la transmission de pathogénes du
donneur vers le receveur. Les risques de la chirurgie ne sont pas plus élevés en
xénotransplantation qu’en allotransplantation, mais les doses d’immunosuppresseurs utilisés
augmentent le risque d’infections et de tumeurs. Le probléme majeur provient de la transmission
éventuelle de rétrovirus porcins endogénes (PERV) qui sont naturellement intégrés dans le
génome et qui se répliquent a chaque division cellulaire (Coffin, 1982). S’ils sont passifs et sans

danger pour I'espéce qui les porte, leur exposition dans un environement différent pourrait les
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rendre actifs et pathogénes (Fishman, 1998). Si la transmission de PERV a été démontrée in vivo
par transfert dans la souris immunodéficiente (Van der Laan et al., 2000) et in vitro entre cellules
porcines et humaines, aucune trace de PERV n’a été detectée chez la centaine de patients ayant
recu du tissu porcin (Paradis et al., 1999).

En outre, la transmission d’autres pathogénes tels que le prion ou des virus spécifiques d’espéces
tels que les paramyxovirus ou parvovirus porcins reste faible. En effet, en dépit d'une
immunosuppression plus forte a long terme, les risques de transmission de pathogénes en
xénotransplantation restent limités. En effet le tissu donneur étant facilement disponible, la

recherche d’agents pathogénes peut-étre effectuée sans difficulté avant toute transplantation.

2.3.2 La protection du greffon

Que ce soit en allo ou en xénotransplantation, une difficulté essentielle reste le faible taux de
survie des neurones greffés. Sachant qu’il n’existe qu’'un petit nombre de cellules exprimant la TH
au sein du MV foetal, de I'ordre de 10% chez le rongeur, il faut compter que seuls 5 a 10% d’entre
eux survivent aux opérations de prélévement, de dissociation, puis de transplantation,
probablement a cause du manque de nutriments, au stress métabolique et au traumatisme induit
par I'opération chirurgicale (Kordower et al., 1998 ; Brundin et al., 2000).

e |l est bien établi que certains facteurs neurotrophiques, notamment le GDNF, employés en
prétraitement des tissus a transplanter ou produits a partir de vecteurs viraux ou par des cellules
génétiquement modifiees (Wilby et al., 1999 ; Rosenblad et al., 2000), améliorent la survie des
neurones. De tels facteurs co-administrés a la greffe pourraient permettre d’accroitre leur survie et
leur différenciation aprés implantation. Les résultats obtenus au niveau de greffes intrastriatales
exposées a une source de GDNF, de BDNF ou encore de FGF basique sont trés prometteurs
(Rosenblad et al., 1998, 1999a, 1999b ; Yurek, 1998 ; Hoglinger et al., 2001 ; Zurn et al., 2001).

e D’autres traitements pharmacochimiques visent a réduire le taux de motalité des neurones
implantés en bloquant I'apoptose des cellules du greffon par l'utilisation de divers antioxydants

agissant sur les radicaux libres oxygénés. Les lazaroides (tirilazad mésylate : aminostéroides
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dérivés de la méthylprednisolone) ont des effets positifs sur la survie des neurones chez le rat
(Nakao et al., 1994 ; Karlsson et al., 2002). Plus récemment, I'équipe de Brundin a implanté des
neurones provenant de souris transgéniques pour la superoxyde dismutase, dont la durée de vie
s’est trouvé quadruplée (Nakao et al., 1995). Mais I'utilisation de vecteurs viraux codant pour cette
enzyme n’a cependant pas donné de résultats significatifs de la survie neuronale (Barkats et al.,
1997).

* Une autre stratégie passe par l'inhibition des enzymes clés de I'apoptose, les caspases. Les
inhibiteurs de caspases, comme l'anti-lce convertase ou I'Ac-YVAD-cmk, permettent d’accroitre
jusqu’a 40% la survie des neurones transplantés (Schierle et al., 1999 ; Hansson et al., 2000 ; Helt
et al., 2001).

* Dans les derniéres années, les immunosuppresseurs ont aussi été décrits comme ayant des
propriétés neurotrophiques et neuroprotectrices en plus de leur effet immunosuppressif (Castilho
et al., 2000). Ainsi I'administration de ciclosporine A (CsA) seule augmente 'immunoréactivité de la
TH dans le rat normal et le rat parkinsonien (Borlongan et al., 1999 ; Matsuura et al., 1997). Mais
pour passer la BHE, les dosages de CsA doivent étre élevés et délivrés de facon chronique.
Malheureusement, l'injection répétée de CsA induit des effets secondaires importants comme une

nephrotoxicité et des hallucinations. Pour s’affranchir des effets secondaires de ces molécules,
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des analogues appelés neurocimmunophilines ont été développées et ont montré des résultats
positifs dans des modéles parkinsoniens (Steiner et al., 1997 ; Costantini et al., 1998 ; Costantini

et Isacson, 2000).

2.3.3 Effets restaurateurs de la xénogreffe neuronale

De nombreuses études ont montré que les xénogreffes neuronales intrastriatales pouvaient non
seulement survivre, mais aussi réafférenter le striatum d’animaux receveurs immunodéprimés
(Brundin et al., 1985 ; Inoue et al., 1985 ; Finsen et al., 1988 ; Honey et al., 1990 ; Sakai et al.,
1991 ; Isacson et al., 1995 ; Pakzaban et al., 1995 ; Duan et al., 1996 ; Wood et al., 1996 ; Larsson
et al., 2000). En outre, il a été démontré que la greffe était capable d’actions réparatrices
remarquables dés 8 semaines aprés transplantation, c'est a dire qu'elle peut corriger le
comportement rotatoire asymétrique induit par une Iésion unilatérale de la substance noire du
rongeur (Brundin et al., 1985 ; Huffaker et al., 1989 ; Hantraye et al., 1992 ; Galpern et al., 1996 ;
Larsson et al., 2000). L’activité TH est décrite comme étant présente dans les cellules du donneur
dés 4 semaines aprés leur transplantation et précéde donc l'effet comportemental, sans doute
corrélé a la production de dopamine (Clarke et al., 1988 ; Freeman et al, 1988). Des
réafférantations notoires, associées a des effets restaurateurs, également associés a une large
reconstruction de la cytoarchitecture normale, ont été démontrés dans d’autres modeles de
pathologies neurodégénératives du rongeur, dont des modéles de chorée de Huntington ou de
maladie d’Alzheimer (Deacon et al., 1999).
Cependant, les essais cliniques réalisés outre-Atlantique, tant chez des patients atteints de MP
que de chorée de Huntington, n‘ont pas révélé de récupérations fonctionnelles significatives en
dépit de l'implantation d’'un nombre élevé de cellules (Schumacher et al., 2000). L'examen post-
mortem d’un patient a confirmé qu’aprés 7 mois, trés peu de neurones porcins survivaient dans le
striatum (Deacon et al.,, 1997 ; Fink et al., 2000). Malgré I'emploi d'immunosuppresseurs
« généralistes », tout porte a croire que c’est un processus de rejet immunologique qui est

responsable de cet échec.
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2.3.4 Immunologie du rejet de xénogreffe

Malgré deux études montrant que les xénogreffes neuronales dans le SNC sont capables de
survivre sur une période prolongée sans I'emploi d'immunosuppresseur (Bjérklund, et al., 1982 ;
Daniloff et al., 1985), la plupart des études récentes, y compris les nétres, indiquent que les
xénogreffes neuronales provoquent, dans une trés grande majorité des cas et en quelques
semaines, une réaction immune de 'héte menant a la destruction du greffon (Finsen et al., 1988,

1991 ; Duan et al., 1995 ; Wood et al. 1996 ; Larsson et al., 2000, 2001b).

2.3.4.1 Absence de rejet hyperaigu en xénotransplantation neuronale :

Basé sur la présence ou I'absence de XAN dans la circulation de 'héte, nous avons vu que les
xénogreffes discordantes vascularisées subissent un rejet hyperaigu dd a la reconnaissance par
des anticorps circulants des xénoantigénes présents sur les cellules endothéliales du receveur
(Holzknecht et Platt, 1995 ; Oriol et al., 1993), un phénoméne qui s’accompagne de I'activation de
la cascade du complément (Charreau et al.,, 1994 ; Dalmasso et Platt, 1993). Cependant les
xénogreffes neuronales intracérébrales ne paraissent pas provoquer de rejet hyperaigu (Masson
et al.,, 1986 ; Wood et al., 1996 ; Larsson et al.,, 1999b). Ceci est d{, en partie, au fait que les
suspensions cellulaires de xénoneurones sont principalement vascularisées par les cellules
endothéliales de I'h6te (Krum et Rosenstein, 1988 ; Broadwell et al., 1991). Malgré la présence de
I'épitope a-Gal sur les cellules endothéliales et la microglie, et une certaine expression sur les
neurones et les astrocytes du MV porcin embryonnaire (Sumitran et al., 1999b ; Harrower et al.,
2002), il est suggére que les transplants placés dans le parenchyme cérébral sont largement isolés
de facteurs humoraux de limmunité (XAN et complément) du fait de I'étanchéité de la BHE.
L'utilisation du rat comme receveur dans notre modéle nous affranchit de la reconnaissance de
I'épitope a-gal, puisqu’il est produit tant chez le donneur que le receveur. Pourtant, I'utilisation du
tissu porcin dans les essais cliniques sur 'lhomme devra prendre en compte la présence de XAN,

lorsque la barriere est momentanément ouverte par suite de I'opération chirurgicale.
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2.3.4.2 Immunogénicité du greffon :

Le tissu cérébral embryonnaire est constitué de neurones, d’astrocytes, de cellules microgliales,
de cellules endothéliales et de leurs précurseurs respectifs. Tous ces types cellulaires contiennent
des protéines et des glycolipides qui peuvent étre dégradés en antigénes et présentés par les APC
de I'héte. A linverse, les antigénes du CMH sont peu abondants dans le SNC adulte et en
développement : nous avons vu que le CMH de classe | est présent sur les cellules endothéliales,
les neurones électriquement inactifs, et passablement la microglie et les astrocytes, tandis que les
molécules de classe Il sont démontrées sur la microglie et dans certains cas, les astrocytes.
Cependant les conditions de greffes et le traumatisme qui en découle peuvent influencer
I'expression des CMH du donneur et en conséquence peuvent rendre la greffe plus immunogéne,
malgré la pauvreté des antigénes du CMH in situ. En effet, il existe une expression temporaire de
CMH de classe | sur les neurones aprés leur implantation (Masson et al., 1986 ; Finsen et al,,
1991 ; Duan et al., 1995), dont le masquage par des anticorps appropriés, ou l'utilisation de
donneur KO en CMH |, parait prolonger la survie d’'une xénogreffe (Pakzaban et al., 1995 ;
Dinsmore et al., 1996 ; Duan et al, 2001 ; Veng et al., 2002). Par ailleurs, le tissu fcetal utilisé pour
la préparation des donneurs contient des cellules non-neuronales, en particulier des cellules
endothéliales ou microgliales. C’est en particulier le cas du MV d’embryons agés de 25-28 jours. Si
Fimmunogénicité des cellules endothéliales embryonnaires porcines n'a pas été démontrée, elle
est fort probable, puisque in vitro, les cellules endothéliales aortiques porcines (PAEC) expriment
constitutivement les molécules des CMH de classe | et le récepteur B7, et elles peuvent étre
directement reconnues par les cellules T humaines et induire une prolifération des lymphocytes
CD8" (Murray et al., 1994). En outre, elles répondent a la présence de cytokines pro-
inflammatoires par une expression accrue des molécules du CMH de classe |l et peuvent alors
induire une prolifération de lymphocytes CD4" (Batten et al., 1996). Quant a la microglie issue des
suspensions cellulaires utilisées pour la xénogreffe, elle peut induire, en culture, une réponse
proliférative des T humains (Brevig et al, 1997, 1999). Ainsi, les différentes études des réponses T
effectuées in vitro, ouvrent la possibilité que les cellules endothéliales et la microglie puissent étre

reconnues de facon directe, c'est a dire se comporter comme une APC du donneur capable
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d’'activer les lymphocytes de I'héte. De plus, il a été observé des différences de cinétique de rejet
de cellules xénogéniques. En effet, les cellules endothéliales bovines implantées dans le cerveau

du rat, sont rejetées plus rapidement que des cellules chromaffines (Czech et al., 1997).

2.3.4.3 Réble secondaire du complément et des immunoglobulines au moment du rejet :
Cette possibilité est confortée par le fait qu’in vitro, les facteurs du complément humain sont
capables de provoquer une lyse de tissu neural porcin suite a leur liaison aux anticorps préformés
(voie d’activation classique ; Sumitran et al., 1999b).

En revanche, ces facteurs n'occupent pas de réle primordial dans le rejet d’'une xénogreffe
neuronale, puisque la survie de celle-ci n’est pas prolongée lorsqu’elle est effectuée dans le
cerveau de souris déficientes en complément. C’est essentiellement 'activation microgliale qui est
retardée (Larsson LC. et Widner H., données non publiées). De la méme fagon, l'injection de
facteur de venin de cobra, connu pour dépléter 95% des facteurs du complément, n'améliore pas
la survie de xénogreffes neuronales porcines chez le rat (Barker et al., 2000). Cependant, il ne
faut pas oublier que la microglie, les astrocytes et les neurones expriment tous les récepteurs du
complément et que les facteurs du complément peuvent étre également synthétisés par ces
cellules lors de linflammation. Ainsi, si les facteurs du complément ne sont pas directement
capables de lyser le tissu porcin in vivo, ils peuvent enclencher des réponses cellulaires en
agissant comme chimioattractants et activateurs des cellules microgliales, par exemple. En effet,
le complément peut avoir un effet sur le mécanisme de présentation antigénique aux cellules T
(Arvieux et al., 1988) et sur la prolifération des cellules T en réponse a I'lL-2 (Erdei et al., 1984). I
est alors possible que le complément contribue a déclencher l'infiltration leucocytaire (Pratt et al.,
1996) et il pourrait méme accroitre 'immunogénicité du greffon (Dempsey et al., 1996).

De la méme fagon, dés les premiers jours aprés transplantation, les immunoglobulines peuvent
librement pénétrer le parenchyme cérébral, du fait de la rupture de la BHE. Des études ont montré
que la BHE peut rester ouverte jusqu’a une a deux semaines aprés I'implantation de suspensions
neuronales (Brundin et al., 1989). Pourtant I'absence de rejet dans les premiéres semaines

suivant l'implantation, suggére que les anticorps n’exercent pas de rdle déterminant dans le

61



processus de rejet. Leur présence ne doit pas étre négligée, puisqu’une étude utilisant des souris
déficientes en immunoglobulines, montre que le rejet est retardé dans ce type de receveurs

(Larsson et al., 1999a).

2.3.4.4 Les cellules NK en xénotransplantation :

Une étude in vitro a démontré que les cellules NK humaines n’étaient capables de lyser les
cellules du MVI foetal porcin qu'en présence d’IL-2 et lorsque les XAN du sérum humain y étaient
ajoutés (Sumitran et al., 1999b). Il est probable que la microglie et les cellules endothéliales, plus
faiblement representées dans le MV, soient responsable de cette lyse, car ces cellules portent
I'épitope Gal a(1-3) Gal qui est reconnu par les NK humaines (Inverardi et al., 1997). Dans la
plupart des rejets de xénogreffes de neurones, les NK ont été détectées, bien qu’elles soient
moins nombreuses que les lymphocytes CD4" et CD8". Des études visant a dépléter les NK et les
NK-T (déplétion par anticorps anti-NK1.1, un épitope présent sur les NK et les NK-T, ou souris
transgéniques mutées pour la molécule CD1d1, nécéssaire au développement des NK-T) n'ont
pas donné de résultats significatifs quant a la survie du greffon porcin (Larsson et al., 2001a). Les
NK n’apparaissent pas essentielles dans le rejet de xénogreffes cellulaires comme, du reste, dans
les xénogreffes d’organes (Karlsson-Parra et al., 1996 ; Manilay et Sykes, 1998). Comme une
complémentarité aux anticorps, il est aussi probable que la présence et la fonction des NK dans le

rejet de xénogreffe soit essentiellement liées aux mécanismes effecteurs tels que TADCC.

2.3.4.5 Cas des lymphocytes Tyo : La molécule CD1, présente sur les cellules NK, est aussi
présente sur les lymphocytes yd et sa déplétion entraine des greffes significativement plus larges,
sans pour autant empécher le rejet (Larsson et al., 2001a). Ces résultats suggérent qu’une partie
de la présentation des antigénes peut se faire via la molécule CD1 (impliquée dans la présentation
des glycolipides trés présents sur les cellules gliales dans les suspensions cellulaires), mais c’est
probablement une autre voie de présentation, via les lymphocytes a3, qui doit initialement étre

impliquée dans le processus de rejet.
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2.3.4.6 Implication majeure des LTaf dans le rejet de xénogreffes :

Si, in vitro, le tissu mésencéphalique porcin embryonnaire est décrit comme ayant la capacité
d’induire une prolifération des cellules T humaines (Brevig et al., 1997), il est clairement établi que
le rejet de ce type cellulaire placé en situation xénogénique implique aussi le recrutement de LT.
En effet, en plus de I'observation d’un infiltrat massif de LT lors du rejet de xénogreffes neuronales
intracérébrales chez I'animal (Finsen et al., 1988, 1991 ; Duan et al., 1995 ; Wood et al. 1996 ;
Larsson et al., 2000, 2001b, et Cf. Résultats 1 et 2), il est démontré que ce rejet peut-étre prévenu,
ou fortement retardé, par le traitement du receveur avec des anticorps dirigés contre le TCR ou le
récepteur a I'lL-2 (Honey et al., 1990 ; Wood et al., 1996 ; Okura et al., 1997 ; Honey et Shen,
1999). Il en va de méme pour des immunosuppresseurs tels que la CsA ou plus récemment, le
tacrolimus (ou FK506), connus pour inhiber les LT (Brundin et al., 1989 ; Pakzaban et al., 1995 ;
Duan et al., 1996 ; Pedersen et al. 1995, 1997 ; Alemdar et al., 2001 ; Wennberg et al., 2001).
Dans le but de déterminer laquelle des sous-unités CD4 ou CD8 est impliquée dans le rejet de
xénogreffes neuronales, des études ont été faites par déplétion spécifique d’'une ou l'autre de ces
sous-unités. Il a ainsi été mis en évidence que le type CD4 était largement impliqué dans le rejet,
puisque sa déplétion entraine une survie indéfinie du greffon, alors que la déplétion en CD8
n’induit qu’'un retard dans le rejet et ne représente donc qu’'un mécanisme secondaire (Honey et
al., 1991 ; Wood et al., 1996 ; Duan et al., 2002). La participation du sous-type lymphocytaire CD4
avait déja été soulignée dans le rejet de xénogreffes de peau ou d’illots pancréatiques porcins
(Friedman et al., 1999a, 1999b). C’est sur la base de ces informations, qu’il nous ai paru essentiel
de comprendre quels sont les mécanismes qui ménent au recrutement et a l'activation de ces

cellules.
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Objectifs

* Dans la premiére partie de ce travail, nous avons cherché a comparer la cinétique de rejet de

cellules fortement immunogénes, les PAEC, a des suspensions de tissu mésencéphalique foetal

porcin, principalement constitué de neurones immatures. Nous avons également analysé les

cinétigues d'infiltration associées au rejet, afin de déterminer s’il était basé sur une mobilisation

lymphocytaire, ou bien mené par les seuls macrophages.

. Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons cherché a cerner le réle des LT dans le

rejet. Depuis qu'il a été observé que le rejet de xénogreffes neuronales pouvait étre prévenu par
un traitement visant a supprimer l'action des LT, il nous a paru essentiel de comprendre quels
étaient les mécanismes moléculaires qui conduisent au recrutement de ces cellules dans le SNC.
En effet, jusque la, c’est sur la base d'études immunohistochimiques que ces faits ont été
observés. La nature et la cinétique d’expression de chimiokines et des cytokines de I'héte suite a
la xénogreffe neuronale sont peu documentées, de méme que la spécificité moléculaire du TCR

des lymphocytes infiltrant ce type de greffon. Ainsi, une grande partie de ce travail s'est basée sur

I'utilisation de la PCR en temps réel sur des échantillons de striatum ayant recu une xénogreffe de

MV porcin foetal. Cette approche technique est connue pour fournir des mesures quantitatives

fiables des ARN messagers y compris dans des extraits de tissus cérébraux (Baranzini et al.,

2000 ; Wang et al., 2000). Aussi, nous avons d’abord cherché a justifier la présence de LT dans le

cerveau des rats greffés, par la détection moléculaire des transcrits de la chaine constante 3 du

TCR (CpB). Par_la suite, c’est par 'analyse de la régulation de I'expression des transcrits de

chimiokines et de lymphokines, que nous avons cherché a décrire la balance des cytokines

produites par, ou permettant 'expansion des types de lymphocytes auxiliaires Th1 ou Th2, puisque

cette polarisation parait prédictive de I'évolution de la greffe (Xiao et Link, 1999 ; Aloisi et al.,

2000).
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e Dans une troisieme partie, nous nous sommes particuli€rement intéressés a la description du

répertoire des LT infiltrant le greffon, qui passe par I'étude des différents réarrangements de la

chaine VB du TCR. L’apport d’'un savoir technologique propre au laboratoire (TcLandscapell,

Guillet et al., 2001), mélant l'aspect qualitatif et quantitatif du répertoire T, peut nous aider a

observer 'émergence d'un clone lymphocytaire particulier lors de l'infiltration du greffon. Ceci dans

le but de nous aider a déterminer si la réponse cellulaire aux xénogreffes neuronales est la
conséquence d’'un unique antigéne ou s’il s’agit d'une réponse multigénique. En outre, la

comparaison du répertoire en lieu et place de la réaction inflammatoire, avec celui observé dans

certains organes lymphoides secondaires, pourrait nous apporter une information supplémentaire

quant a l'activation et I'origine des acteurs de I'immunité qui régissent ce type de rejet.
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Matériels et Méthodes

1. Préparations cellulaires

Les cellules endothéliales aortiques porcines (PAEC) sont isolées a partir d’'aorte de jeunes porcs
(agés de 30 jours) par digestion a la collagénase (1U/ml, Boehringer, Mannheim, Allemagne) et
cultivées en boites de Pétri prétraitées avec de la gélatine 1% (Nunc, Roskilde, Danemark) dans
du milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) contenant 4.5 g/l de glucose, et additionné
de 10% de sérum de veau feetal (SVF), 2 mM de glutamine, 100 U/ml de pénicilline et 100 ug/ml
de streptomycine (tous les composés proviennent de Gibco BRL, Cergy-Pontoise, France). Les
cellules sont utilisées aux passages 2 a 5. Aprés rincage par du PBS (tampon phosphate salin),
elles sont détachées par traitement a la trypsine, lavées par centrifugation et ajustées a la
concentration désirée dans du HBSS (Hank’s balanced salt solution, Gibco BRL). Une analyse par
cytofluorométrie en flux (FACS) permet de confirmer que ces cellules expriment a leur surface les
antigénes du CMH de classe | et l'intégrine (-1 porcine, révélés par un marquage avec un
anticorps spécifique monoclonal décrit plus bas.

Les neurones mésencéphaliques foetaux porcins sont obtenus a partir de truies domestiques
(Large White) dont la gestation a été confirmée par ultrasons, 27 a 28 jours aprés insémination
artificielle. lls sont sacrifiés dans un abattoir accrédité (INRA Nouzilly), et les embryons sont
recueillis dans du HBSS aprés hystérectomie. Le mésencéphale ventral (VM) est prélevé selon la
méthode décrite par Huffacker et ses collaborateurs (1989), et sont placés dans un milieu
d’hibernation a 4°C comme décrit (Kawamoto et Bareett, 1986 ; Frodl et al., 1995), pour une durée
de 5 a 7 jours. En effet, I'hibernation ne peut se faire que pour un temps limité, autour d’une
semaine, avant que le taux de survie ne commence a décroitre (Petersen, 2000).

La préparation des neurones est adaptée a partir de procédures précédemment publiées (Galpern
et al.,, 1996 ; Larsson et al., 1999b) : les morceaux sont incubés dans 5 ml d’HBSS additionné de
trypsine 0.1% (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France) pendant 20 minutes a 37°C. Puis, la

réaction est stoppée par I'addition de SVF a 10% final. Les tissus sont lavés avec précaution 3 fois
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dans du HBSS additionné de DNase 0.01% (Sigma), puis incubés 10 minutes a 37°C dans le
méme milieu. Les cellules sont alors dissociées par trituration a l'aide d’'une pipette Pasteur, et
centrifugées a 750 tours par minute pendant 10 minutes. Le culot est resuspendu dans du HBSS
avec DNase, et un aliquot de cellules est utilisé pour la numération. De telles préparations
cellulaires sont décrites comme contenant trés peu d’astrocytes et de cellules microgliales (Brevig
et al., 1999). La viabilité est contrélée par exclusion d’éosine. Les suspensions neuronales sont

ajustées a la concentration de 2x10° cellules/pl.

2. Animaux et procédures chirurgicales

Des rats males syngéniques LEW.1A d’environ 250 g sont utilisés comme receveur. lls sont
fournis par Charles River (Rouen, France), conservés et manipulés dans une animalerie confinée
en accord avec les normes frangaises. Les rats sont anesthésiés par 2 injections intrapéritonéale
successives de Rompun 2% (0.2 ml /250 g), et 10 minutes plus tard, d'Imalgen 500 (0.4 ml/250g).
Les animaux sont placés dans un cadre stéréotaxique (Stoeling, Wood Dale, IL, USA) et aprés le
prélevement d’une petite section carrée de I'os recouvrant les coordonnées désirées, les rats sont
transplantés avec une suspension cellulaire de neurones foetaux porcins (PNEU), ou de cellules
endothéliales aortiques porcines (PAEC). Des injections intrastriatales sont réalisées de fagon
bilatérale dans 2 sites, aux coordonnées suivantes, en relation avec le bregma et la surface de la
pie-mére : antérieur: +0.7 mm ; latéral, £ 2.8 mm ; ventral, -5.4 et -5.0 mm ; barre d’incision a -3.3
mm.

Les cellules sont injectées avec une seringue Hamilton de 10 ul, montée sur un microinjecteur
automatique (Phymep, Paris, France). Chaque site recoit 1 ul de suspension cellulaire sur une
période d’'une minute. Aprés un délai de 5 minutes, la seringue est lentement retirée, les fragments
d'os sont replacés sur le crane, et les incisions dans la peau sont recousues. Les animaux
recoivent un total de 4x10° cellules (PAEC ou PNEU) par hémisphére, selon les expériences. Aux
temps désirés, les rats sont sacrifiés par inhalation de CO,, et les cerveaux sont prélevés
chirurgicalement. Pour les analyses immunohistologiques, les hémisphéres droits sont congelés

dans de lisopenthane a environ -35°C, et conservés a -80°C. Les hémisphéres gauches sont
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rapidement disséqués au niveau du striatum puis sont directement congelés dans de l'azote
liquide, pour les expérimentations de biologie moléculaire. La méme procédure est effectuée pour
lisolement de la rate et des ganglions lymphatiques cervicaux profonds (DCLN).

Le sang est prélevé par ponction cardiaque (environ 10ml par rat) et recueilli dans des tubes
héparinés. Les lymphocytes du sang périphérique (PBL) sont purifiés sur gradient de Ficoll : 10 ml
de sang dilués dans 10 ml de PBS sont déposés sur 10 ml de Ficoll (Amersham Biosources,
Suéde) et centrifugés 20 minutes (1800 tours par minute, 20°C, sans frein). L’anneau contenant
les PBL est recueilli et lavé deux fois avec du PBS, puis les cellules sont incubées pendant 5
minutes a température ambiante avec 6 ml de solution de lyse des globules rouges (solution
hypotonique : NH,Cl 10,36g/L, KHCO; 1,25g/L, Na,EDTA 46,5mg/L, pH=7,2), lavées et filtrées au

travers d’une toile de nylon de 100 um de maille (Polylabo, Paris, France).

3. Immunohistochimie

Des sections de 14 um obtenues avec un cryostat Leica sont montées par 2,3 ou 4 sur des lames
pour microscope, et conservées a -80°C pour un usage ultérieur. Chaque neuviéme section est
marquée au cresyl-violet (Chroma, Kéngen, Allemagne) afin de localiser le greffon. Les sections
adjacentes sont laissées 10 minutes a température ambiante, puis fixées pendant 15 minutes avec
du paraformaldéhyde 4% refroidi dans du PBS a pH 7.4. Aprés 3 lavages de 5 minutes dans le
méme tampon, les peroxydases endogénes sont saturées avec de I'H,O, a 0.3% dans du PBS, a
température ambiante. Aprés 3 nouveaux lavages dans du PBS, les lames sont exposées pendant
environ 30 minutes a 10% de sérum de chévre dans du PBS contenant 4% d’albumine de sérum
bovin (BSA, Sigma). Pour les marquages intracellulaires tels que iINOS, GFAP ou NF-70, le
tampon contient également 0.1% de Triton X100. Tous les anticorps (tableau 3) sont dilués dans
du PBS contenant 4% de BSA. Du Triton est ajouté dans les 3 cas mentionnés précédemment.
L’incubation avec I'anticorps primaire est réalisée durant la nuit a 4°C. L'incubation avec 'anticorps
secondaire est réalisée pendant 1 heure a température ambiante. Aprés 3 lavages dans du PBS,

les coupes sont exposées a un complexe avidine biotine peroxydase (excepté pour la GFAP)
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pendant 1 heure a température ambiante (Vectastain ABC kit, Vector), et révélées avec le substrat
VIP (Vector’s very intense purple).

Aprés 5 minutes dans de I'eau distillée, les lames sont contre-colorées avec de 'hématoxyline, et
aprés un nouveau lavage, incubées dans du carbonate de lithium. Les préparations sont a
nouveau lavées dans de l'eau, et déshydratées pendant 2 minutes dans des bains successifs
d’éthanol (70, 80, 95%), plongées dans du xyléne pendant 10 minutes et montées dans du liquide
Eukkit (Labonord, Villeneuve d’Ascq, France). La mort cellulaire est attestée par marquage de
'ADN fragmenté a l'aide d’une terminale déoxynucleotidyle transférase et de nucléotides marqués
a la digoxigénine. Le matériel incorporé est révélé par un anticorps anti-digoxigénine conjugué a la
peroxydase, en accord avec les instructions du fabricant (Apoptag Plus Kit of Oncor, Gaithersburg,

MD, USA). Un marquage VIP est ensuite réalisé€ comme décrit plus haut.

4. Extraction d’ARN et rétrotranscription (RT)

Selon les expériences, les ARN totaux ont été extraits selon deux techniques qui ont montré une
qualité d’ARN et des rendements équivalents. Les fragments de cerveaux entourant les striata, les
rates ou les DCLN, sont placés dans des tubes contenant soit du chlorure de lithium/Urée (3 mi
pour 100 mg de tissu, Auffray et Rougeon, 1980), soit directement dans du TriZolO (Life
Technologies, 1 ml pour 100 mg de tissu) pour homogénisation par broyage mécanique et
ultrasons (Ultra Turrax, IKAO-WERKE, Allemagne). lls sont alors précipités dans la glace sur la
nuit (Méthode LIiCl) ou a température ambiante pendant 15 minutes (Méthode Trizol(). Aprés
séparation par addition de phénol/chlororforme, la phase agueuse contenant les ARN totaux est
récupérée (sauf cas du Trizoll car ce réactif contient déja du phénol et de l'isothiocyanate de
guanidine permettant d’isoler les ARN en une seule étape selon la méthode de Chomczynski et
Sacchi, 1987). Les ARNm sont précipités dans I'isopropanol, récupérés par centrifugation, puis le
culot est lavé a I'éthanol. Aprés séchage, 'ARN est resuspendu dans de I'eau pour préparation
injectable et la concentration est évaluée par la mesure de I'absorbance a 260 nm, puis ajustée a
1ug/ul. L'intégrité de 'ARN et I'absence d’ADN génomique sont vérifiés par fractionnement des

échantillons par électrophorése sur gels dénaturants, qui, aprés marquage au bromure d’éthidium
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et analyse au densitomeétre, nous donne le rapport des quantités d’ARN ribosomaux 28S sur 18S
qui refletent la qualité des ARN totaux (L’intensité de la bande de 28S devant étre deux fois
supérieure a celle de 18S).

Les ARNm sont rétrotranscrits en utilisant un premiére amorce désoxyribonucléique d’oligo dT
(18-25 mers, a 10 mM en concentration finale) qui s’hybride avec la queue polyadénosylée des
ARNm. Dix microgrammes d’ARN sont ajoutés a 1pl d’oligo-dT, a du dithiothréitol a 8 mM en
concentration finale, et avec des dNTP (désoxynucléotides-triphosphates) a 0.5 mM en
concentration finale, dans un volume final de 17ul, et chauffé pendant 10 minutes a 70°C pour
permettre la dénaturation des acides nucléiques. Dans I'étape suivante, 1ul de RNAsine (40U/ml)
et 1yl d’enzyme reverse transcriptase (Mouse Moloney Leukemia Virus Reverse Transcriptase,
200U/ml) sont ajoutés aux échantillons dans un volume final de 25ul de 50 mM Tris, pH 8.3, 3 mM
MgCl,, 125 mM KCI. Aprés 1 heure dincubation a 42°C (synthése des acides
désoxyribonucléiques), on ajoute de 5 (échantillons sanguins, DCLN) a 75ul (striata, rates) d’eau

pour préparation injectables, puis 'ADN complémentaire (ADNc) est consérvé a -80°C.

5. Analyse quantitative par PCR en temps réel (TagMan®)

La PCR quantitative TagMan[O permet la détection directe des produits de PCR par la mesure de
'augmentation progressive de la fluorescence émise par l'attache du fluorochrome, le SYBER
Green, au cours de la synthése des doubles brins d’ADN.

Autant que possible, les amorces oligonucléotidiques sont choisies de maniére a s’hybrider a
FADN a une température de 60°C (Tm :66°C) et permettent d’amplifier des fragments compris
entre 100 et 300 pb. Elles sont présentées dans le tableau 4 (les amorces V[(3 font actuellement
I'objet d’'un brevet et ne sont disponible que sur demande a TcLand, http ://www.TcLand.fr). Pour
calibrer la PCR quantitative, des standards sont synthétisés dans des conditions de PCR
classiques (40 cycles de 15 secondes a 95°C suivie d'une minute a 60°C), dans un Thermocycleur
(model 9700 ; Perkin-Elmer, Foster City, CA). Les pools d’ADNc sont obtenus a partir
d’échantillons riches en ARNm correspondants a ces génes. Dans notre cas nous avons utilisé

des ARN extraits de rates de rats rejetant une allogreffe cardiaque. L’amplification d’'une unique
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bande d’ADN de la taille moléculaire attendue pour chaque paire d’amorce est vérifiée sur gel
d'agarose (1.5%) en conditions dénaturantes aprés marquage par le bromure d’éthidium. Les
fragments sont découpés sur le gel et purifies avec un kit d’extraction (Gel extraction Kit, Qiagen,
Allemagne). La concentration des fragments est déterminée par densitométrie a 260 nm et ajustée
selon leur masse moléculaire respective. Ces standards sont ensuite dilués afin d’obtenir une
gamme de 10" a 102 copies par puits en plaque 96 puits a faible absorbance (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Une quantité constante de 10 ul, équivalente a 200 ng d’ARN ayant subi une
rétrotranscription, ou le volume identique de copies de standard, a été amplifie avec 15 ul d’'une
mixture comprenant 0.5 U d’AmpliTaq Gold polymerase, chacun des 4 dNTPs (0.2 mM), dont le
dUTP est remplacé par un dTTP marqué au SYBER Green, chacune des amorces (300 nM) et du
chlorure de magnésium (3 mM final) dans un tampon Tris du fournisseur (TagMan PCR Core
Reagent, Applied Biosystems). L’amplification est réalisée dans un séquenceur ABI Prism 7700
Sequence Detector System (Applied Biosystem) comme décrit précédemment (Gagne et al,
2000). La réaction commence par une étape de 10 minutes a 50°C pour enlever tous les résidus
uracyl incorporés dans les ADN complémentaires avec 1 unité de Uracyl-N-glycosylase
(AmpErase reagent). Ceci est suivi par une incubation de 10 minutes a 95°C permettant la
dénaturation de 'ADNc et lactivation de I'AmpliTag Gold, puis ensuite 40 cycles, chacun
constitués de 15 secondes a 95°C et d’1 minute a 60°C. A la fin de chaque expérience, les
produits d’amplifications sont fractionnés sur gel afin de vérifier qu’il n'apparait qu’'une bande
unique de la taille désirée. Chaque échantillon est analysé en dupliquat. Pour I'analyse
guantitative, la détection directe des produits de PCR est réalisée par la mesure de 'augmentation
progressive de la fluorescence émise par I'attache du fluorochrome SYBER Green a ’ADN double
brin (Fig. 16A). Le nombre de copies est obtenu par relation entre la fluorescence mesurée a la
valeur seuil (Ct) dans les échantillons par rapport a la courbe étalon définie par les standards (Fig.
16B). Les données sont directement collectées par compensation spectrale et analysées avec le
logiciel adéquat (ABI Prism 7700 Sequence Detector software). Pour minimiser les variations
expérimentales d’un échantillon a l'autre (par exemple, les différences de rendements d’extraction,

d’intégrité de 'ARN et d’efficacité de la RT), le nombre de copies de chaque transcrit est normalisé
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par rapport au nombre de copies de transcrits d'un géne de ménage, I'hypoxanthine
phosphoribosyl transférase (HPRT). Il a aussi été vérifie que le nombre de copies de transcrits
d’'HPRT était du méme ordre pour tous les points, c’est a dire dans le cas des striata, le nombre de
copies dARNm d’'HPRT se situe autour de 400 a 500 000 copies (pour 1l issu de la réaction de
RT), mais peut varier entre 100 000 et 800 000 copies dans certains échantillons. Des contréles
ont montré que le nombre de copies de transcrits d’HPRT était non significatif quand I'étape de RT
était omise (pas de contamination d’ADN génomique). Les analyses statistiques présentées dans

la section Résultats sont réalisées via des tests non-paramétrés de Mann-Withney.

6. Analyse du répertoire du TCRj

L’analyse du répertoire du TCR permet d’évaluer la diversité d’'une population de lymphocytes T au
cours d’'une réponse immunitaire. Cette analyse est basée sur I'étude des longueurs de la région
hypervariable CDR3 de la chaine 3 du TCR, dans une population de LT donnée. Un pool de
cellules T au repos est caractérisé par une répartition gaussienne des différentes longueurs du
CDR3 utilisant chaque géne V[(3 (expansions polyclonales). En revanche, la mobilisation de clones
T spécifiques de peptides antigéniques s’accompagne de l'usage préférentiel de certaines formes
moléculaires du TCRPB et donc de certaines longueurs de CDR3 (expansions oligo- ou
monoclonales) (Rock et al., 1994). Ceci se traduit par une rupture de la distribution gaussienne
des longueurs de CDR3. Pour examiner ce phénoméne, la méthode utilisée au laboratoire
combine l'analyse qualitative des perturbations du répertoire au niveau de la région CDR3 de la
chaine B du TCR grace aux logiciels Immunoscopell (Pannetier et al., 1995 ; Gorochov et al.,
1998) et l'analyse quantitative de I'expression transcriptionnelle de chaque géne V[ par la
technique de PCR quantitative en temps réel précédemment décrite. Cette approche nous permet
d’avoir une vision plus réelle de la globalité du répertoire puisqu’elle associe les perturbations
qualitatives a un nombre de copies de transcrits. La combinaison de ces deux techniques a été
brevetée par le laboratoire sous le nom de TcLandscapell.

L’amplification par PCR des différentes régions CDR3 nécessite 2 amorces oligonucléotidiques,

'une spécifique de chacun des génes V[, l'autre spécifique de la région constante CB (Fig. 17).
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Nous possédons pour le rat 21 amorces qui correspondent a 21 génes V[ différents, sachant que
les génes V[33, VB35 et VB8 regroupent plusieurs génes de structures proches et que le segment
VB3.1 n'est pas fonctionnel chez le rat de souche LEWIS. La phase d’amplification est réalisée
dans un mélange final de 50 ul, comprenant 10 uM de chaque amorce V(3 (5ul), auxquels sont
ajoutés 45 pl d’'un mélange réactionnel composé de 1.5 ml de MgCl,, 2.5 ml de chacun des dNTP,
30U/mL de Taq Polymérase, 0.5 uM d’amorce Cf3 et 10 d’ADNc dans un tampon de PCR (200 mM
Tris HCI, pH 8.4 et 500 mM KCI). Aprés dénaturation a 94°C, 'amplification jusqu’a saturation se
fait en 40 cycles (30 secondes a 95°C, 45 secondes a 60°C, 45 secondes a 72°C) dans un
thermocycleur.

Les produits amplifiés sont ensuite soumis a une étape d’incorporation du fluorochrome (3 cycles,
30 secondes a 95°, 45 secondes a 61°C, 45 secondes a 72°C) effectuée avec une seconde
amorce C[ marquée en 5 par un fluorophore. Les produits d’amplification fluorescents sont
séparés en fonction de leur longueur par migration sur gel d’acrylamide. Le profil de migration est
analysé par un séquenceur d’ADN couplé au logiciel Immunoscopeld. On obtient ainsi une image
de la distribution des longueurs CDR3 pour chaque couple d’amorces. On peut observer 7 a 11
pics d’amplification, c'est a dire 7 a 11 tailles de CDR3, séparés chacun de trois nucléotides,
correspondant au nombre d’acides aminés formant la région CDR3. On appelle par « répertoire
restreint », un répertoire dans lequel certaines familles V3 ne sont pas représentées. A l'inverse,
un « répertoire non restreint » est composé de la totalité des genes V[. Lorsque toutes les tailles
du CDR3 sont représentées pour un géne V3 donnée, on observe un profil gaussien (loi normale),
caractéristique d’'une réponse polyclonale. A linverse si certaines longueurs CDR3 sont
préférentielles, le profil perd son caractére gaussien et I'expansion est dite monoclonale ou
oligoclonale. Si cette expansion est retrouvée dans plusieurs échantillons, I'expansion est dite
publique, alors que les variations du répertoire qui ne se trouvent que dans un échantillon
constitue la réponse privée.

L’analyse logicielle permet d’obtenir une meilleure visualisation des altérations du profil des
longueurs CDR3 et surtout permet de regrouper 'ensemble des génes V[ d’'un échantillon sur la

méme figure. Ce programme compare la distribution des longueurs CDR3 dans un échantillon
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donné a celle obtenue dans un cas de référence (profil gaussien, non altéré). Dans le cas de
lanalyse de linfiltration striatale, il n‘existe pas de référence gaussienne d( a l'absence de
lymphocyte dans le cerveau normal. La référence utilisée a été une moyenne effectuée sur des
échantillons de sang de la méme souche de rat normaux. Chaque longueur CDR3 analysée par le
logiciel Immunoscope est traduite en probabilité de distribution, en prenant en compte l'aire sous la
courbe de chaque pic. Pour chacune dentre elles, la différence de valeur absolue entre
I'échantillon et le profil de référence permet d’obtenir le pourcentage d’altération de I'échantillon

par rapport a un profil gaussien (Fig. 18).

7. Combinaison des analyses qualitatives et quantitatives : le TcLandscape®

La quantification de I'expression des transcrits V3 est réalisée par PCR quantitative basée sur
l'utilisation de la technologie TagMan[ (décrite plus haut). C'est le logiciel Matlab[d qui permet de
traiter les données qui sont retransmises en images suffisamments claires et informatives. Ainsi,
les valeurs des pourcentages d’altération de la longueur des CDR3 combinées aux données
issues de la PCR nous permettent d’obtenir une représentation dans laquelle la hauteur des pics
illustre la quantité de transcrits correspondants, alors que les pourcentages d’altérations sont
figurés par un code couleur (population 1, Fig.19). L’information quantitative permet d’évaluer la
représentativité d’une expansion oligoclonale dans une population donnée et visualise des
modifications quantitatives du répertoire qui ne sont pas associées a des altérations de la
distribution gaussienne de la région CDR3 (Guillet et al., 2001). Par exemple, un profil
Immunoscope n’est pas suffisant pour observer des cellules T activées par un superantigéne
amené par la voie d’alloreconnaissance directe (Sebille et al., 2001), puisque celui-ci mobilise
toutes les tailles de CDR3 d’'un géne V[3 (population 2, Fig. 19). A l'inverse, certains génes V3 ne
sont que faiblement représentées au niveau quantitatif et pourraient de ce fait, ne pas avoir un réle

prépondérant dans la réponse immune (popualtion 3, Fig.19).

74



Résultats

 Partie1:

Résultats personnels non publiés et extraits de : « Different mechanisms mediate the
rejection of porcine neurons and endothelial cells transplanted into the rat brain »

Rémy S, Canova C, Daguin-Nerriere V, Martin C, Melchior B, Neveu |, Charreau B, Soulillou JP and
Brachet P.Xenotransplantation 8, 136-48, 2001.

 Partie 2:

Extraits de . « Temporal Analysis of Cytokine Gene Expression During Infiltration of
Porcine Neuronal Grafts Implanted Into the Rat Brain »

Benoit Melchior, Séverine Rémy, Véronique Nerriere-Daguin, Jean-Marie Heslan, Jean-Paul Soulillou, and
Philippe Brachet. Journal of Neuroscience Research 68 :284-292, 2002.

+ Partie 3:

Analyse du repertoire des lymphocytes T infiltrants et périphériques au cours du
rejet de xénogreffes neuronales.

Melchior B., Nérriere-Daguin V., Brouard S., Degauque N., Guillet M., Soulillou J-P. and Brachet P.
Manuscrit en préparation.

¢ Addendum:

« Ectopic expression of the TrkA receptor in adult dopaminergic mesencephalic
neurons promotes retrograde axonal NGF transport and NGF-dependant
neuroprotection ».

Benoit Melchior*, Nérriere-Daguin V.*, David-A. Laplaud, Séverine Rémy, Sandrine Wiertlewski, Isabelle
Neveu, Philippe Naveilhan, Susan O. Meakin and Philippe Brachet. Experimental Neurology, sous presse.
(* co-auteurs).
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Partie 1
Description immunohistochimique et cinétique d’infiltration dans deux cas de

xénotransplantation de cellules porcines implantées dans le striatum du rat

1.1 Xénogreffes d’endothélium aortique porcin dans le striatum du rat

Quatre cent mille cellules endothéliales issues d’aorte de porcelets (PAEC), agés d'une trentaine
de jours, ont été implantées dans le striatum du rat Lewis.1A comme il a été décrit dans la section
« Matériels et Méthodes ».

* Une heure aprés leur transplantation dans le striatum du rat Lewis 1A, les PAEC forment une
mosaique de cellules avec un large noyau, mis en évidence par une coloration au crésyl-violet
(Fig. 20A). Ces cellules sont trés intensément marquées par I'anticorps anti-B1 intégrine spécifique
de I'endothélium porcin. Il N’y a pas, ou trés peu, de cellules leucocytaires infiltrantes.

e Aprés un jour, le marquage des coupes au crésyl-violet révele de nombreuses cellules avec un
noyau condense, qui ont perdu leur forme réguliére (Fig. 20B), mais dont le marquage (1 intégrine
reste intense (Fig. 20C). En plus d’'un marquage de 'ADN fragmenté révélant la présence de
nombreuses cellules en apoptose (non montré), la greffe apparait infiltrée par de nombreuses
cellules OX42* (Fig. 20D). A linverse, les cellules ED1* sont localisées en périphérie de la greffe.
L'immunoréactivité iINOS est trés intense dans certaines régions du transplant, autant qu’en
périphérie. Il est intéressant de noter qu'il n’y a que quelques cellules OX8" dans le parenchyme,
et aucune dans le voisinage de la greffe, ainsi qu’aucun marquage R7.3 lymphocytaire (non
montré).

« La situation aprés 3 jours évolue peu. Le greffon fortement infiltré par des cellules OX-42°, le
devient par des macrophages révélés par I'antigéne ED1.

e Aprés 7 jours, le greffon révélé par le marquage (31-intégrine est restreint a certaines parties du

site d’implantation (Fig. 20E). La réaction gliale est intense (marquage GFAP, Fig. 20F). Aprés 11
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jours, le marquage B1-intégrine devient rare et le site d’implantation est caractérisé par un
marquage macrophagique fort et diffus (principalement ED-1, Fig. 20G) ainsi qu’'un marquage OX8
(Fig. 20H). Tout marquage porcin a généralement disparu aprés 15 jours et la cicatrice contient
alors quelques lymphocytes R7.3 positifs, et des cellules NK. De tels profils d’infiltration sont
parfois plus retardés dans le temps, puisque la présence de cellules exprimant la B1-intégrine a

été parfois retrouvée jusqu’'a 21 jours aprés I'implantation.

1.2 Xénogreffes neuronales porcines implantées dans le striatum du rat

Quatre cent mille cellules issues de mésencéphales ventraux de foetus porcins agés de 28 jours
ont été implantées dans le striatum de rat Lewis.1A dans des conditions comparables a celles des
PAEC décrites ci-dessus.

* Une heure aprés leur implantation, le marquage au crésyl-violet révéle une greffe homogéne
dans, et autour de laquelle, il N’y a pas (ou trés occasionnellement) de cellules appartenant a la
lignée macrophagique ou lymphocytaire (marquage OX42 et R7.3 absent). Quelques cellules
apoptotiques peuvent se retrouver éparpillées dans le transplant.

e Au bout d’un jour, le marquage au crésyl-violet met en évidence 'hétérogénéité du transplant
(Fig. 21A), une situation réminiscente aux greffes de cellules endothéliales. Les cellules
apoptotiques restent éparpillées dans la greffe, et le marquage OX42 laisse apparaitre une
infiltration par endroits (Fig. 21B). Comme dans le cas des greffes d’endothélium, il y a quelques
cellules OX8" dans le parenchyme, alors qu’aucune immunoréactivitté contre le récepteur
lymphocytaire, ni le récepteur des cellules NK n’est détecté.

» Aprés trois jours, le marquage ED1 et OX42 devient principalement restreint a la périphérie de
la greffe (Fig. 21C), contrairement a la situation pour les PAEC. Les cellules apoptotiques sont
rares. Le marquage des noyaux de neurones porcins du greffon avec I'anticorps NeuN devient
abondant et quelques neurites sont révélées par [anticorps anti-NF-70, marquant les
neurofilaments porcins.

e Dans les 2 semaines qui suivent, le profil d’infiltration est le méme. L'immunoréactivité ED1 et

OX42 est fortement réduite (Fig. 21D). La greffe est totalement dénuée de marquage R7.3 ou
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NFKR-P1. Les noyaux NeuN" sont abondants (Fig. 21E), et la greffe contient un vaste réseau de
neurites marquées par I'anti-NF-70 porcin (Fig. 21F).

e Un changement apparremment brutal vient rompre I'apparente ignorance du greffon dans la
troisieme semaine post-transplantation. Le marquage au crésyl-violet révele un élargissement du
site inflammatoire, avec des cellules contenant des noyaux de tailles et de formes trés différentes
(Fig. 21G). Les structures vasculaires sont fortement élargies et chargées de paquets denses de
cellules. Le site d'implantation est trés fortement infiltré par des cellules ED-1" (Fig. 21H), alors
que le marquage OX42 est plus diffus. Il y a surtout une forte infiltration de cellules R7.3" (Fig. 211)
ainsi que des cellules OX8*. Cependant les marquages NF-70 et NeuN restent encore fréquents.
Ainsi, en dépit d’'un fort infiltrat, des neurones greffés sont encore présents a ce moment. Le
processus de rejet apparait effectif au cours de la 4°™ ou 5°™ semaine. A ce temps, tout

marqueur porcin a disparu et il demeure une cicatrice de cellules gliales et macrophagiques.

1.3 Les PAEC expriment de fortes quantités d’IL-8 au moment de leur implantation

Une premiére étape dans l'analyse moléculaire du rejet de xénogreffes a consisté a suivre la
survie du greffon par l'analyse par RT-PCR de l'expression des transcrits dARNm de génes
spécifiquement porcins. De nombreux génes de ménage ont été examinés du fait de leur niveau
de transcription élevé et constant dans les cellules, mais des similitudes trop élevées de
séquences ne nous ont pas permis de définir des amorces spécifiques dans les génes de 'HPRT,
de la B-actine ou de la GAPDH. En revanche, des amorces spécifiques ont été trouvées dans le
géne de la Cytochrome C Oxydase Il porcine (COllp), un marqueur de 'ADN mitochondrial. La
difficulté était de trouver des amorces répondant aux critéres de longueurs et de température de
fusion, nécessaires a leur utilisation en PCR quantitative en temps réel. Les résultats de la figure
22 sont exprimés sous forme d’'un rapport du nombre de transcrits de la COllp au nombre de
transcrits d’'HPRT, mis en évidence avec des amorces de rat compatibles avec le porc. Nous
observons une diminution du nombre de transcrits de COllp au cours du temps dans les cerveaux
greffés avec des PAEC, jusqu'a disparition aprés 7 jours. Ces résultats sont corrélés avec la

disparition du greffon observée en immunohistochimie, cependant cette technique de tragage a été
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abandonnée car elle ne donnait pas de résultats cohérents dans le cas des greffes de MV fcetal
porcin.

De la méme facon, il a été difficile d’identifier des amorces spécifiquement porcines de génes
régulés lors de l'activation cellulaire. Cependant, nous avons réussi a isoler des séquences
oligonucléotidiques spécifiques pour I'lL-8 porcine. Les résultats, exprimés en ratio sur le nombre
de transcrits d’HPRT, montrent que les PAEC sécrétent de fortes quantités d’IL-8 dés la premiére
heure qui suit leur implantation et durant les 24 heures suivantes (Fig. 23). L’expression de I'IL-8
s’éteint ensuite, un fait qui refléte peut-étre une baisse d’activité métabolique et la disparition
progressive des cellules. Cette expression n'a pas été retrouvée dans les rats ayant simplement
subi 'opération chirurgicale, ni dans le cas des xénogreffes de neurones porcins.

Une investigation plus poussée a montré que c’était le passage des PAEC a la trypsine et les deux
a trois heures d’attente sur glace avant greffe, plutét que le fait pour les PAEC d’étre implantées
dans le SNC du rat, qui induisaient cette expression. Une expression comparable a été induite
dans des PAEC en culture aprés traitement de 4 a 24 heures avec une dose de TNFa humain de

100 Unités/ml (Données non présentées).

1.4 Discussion 1

* Le rejet d’endothélium porcin est rapide et implique le recrutement de macrophages

Les réponses cellulaires induites dans le cerveau du rat aprés la transplantation de cellules
endothéliales aortiques et des neurones feetaux porcins difféerent fortement. Le rejet des premiéres
est notable dés le troisitme jour et s’achéve généralement dans les 7 a 11 jours post-
transplantation, comme le démontre la disparition de cellules exprimant la [31-intégrine porcine.
Cette perte est accompagnée d’'un marquage intense de 'ADN fragmenté, un processus qui met
en évidence les cellules apoptotiques. Les cellules endothéliales transplantées sont rapidement et
intensément infiltrées par des cellules OX42*. Les cellules OX8*, quant a elles, sont détectées
dans les 3 jours qui suivent la transplantation. A ce moment, les cellules lymphocytaires portants le

TCRap ne sont qu’exceptionnelles.
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Ce profil d’infiltrat suggére que les mécanismes menant au rejet des PAEC sont médiés par des
cellules OX42 et ED1*, comme par exemple des macrophages ou des polymorphonucléaires alors
que le rble des lymphocytes T ou des NK parait minimal. La participation majeure des
macrophages s’accorde avec les observations de Czech et ses collaborateurs (Czech et al., 1997),
qui n'avaient pas pu prévenir le rejet de cellules endothéliales bovines greffées dans le cerveau du
rat avec un traitement par la CsA. Une participation similaire des macrophages a été rapportée par
Wennberg et ses collaborateurs (1997) aprés I'implantation de xénogreffes d’llots pancréatiques
sous la capsule rénale. lls avaient observé que le rejet se faisait en présence d’'une large majorité
de cellules ED1 et ED2, alors que [l'infiltration d’allogreffe mobilisait des cellules TCRap". Dans
cette étude aussi, la CsA n’as pas prévenu le rejet, tandis qu’elle avait un effet protecteur dans le
cas d’allogreffes. De méme, Brouard et ses collaborateurs (1998) ont observé que les cellules T
constituaient une population minoritaire et tardive dans le processus de rejet d’'une xénogreffe
vascularisée chez laquelle les cellules endothéliales constituent la source de xénoantigénes. |
semble donc que des mécanismes comparables de rejet, basés sur la mobilisation de
macrophages, puissent opérer tant dans les tissus périphériques que dans le SNC. Ceci n’exclut
pas des spécificités régionales, comme par le fait que nous n’ayons pas retrouvé de mobilisation
des cellules ED2* dans le cas des PAEC rejetées dans le cerveau.

Quinze jours apres implantation, alors que les PAEC ont disparu, les neurones feetaux ne montrent
aucun signe de rejet. Une premiére explication de cette différence est que I'endothélium,
contrairement aux neurones, est caractérisé par une expression constitutive d’antigénes de
surface tels que les molécules du CMH de classe |. La forte immunogénicité de I'endothélium est
d’autant plus importante que les neurones transplantés sont d’origine foetale alors que les PAEC
sont dérivés d’animaux postnataux et ont été amplifiés in vitro. De plus, les PAEC ont la possibilité
de sécréter plusieurs types de facteurs de croissance macrophagique mais aussi de chimiokines
aprés l'activation par de nombreux stimuli pro-inflammatoires (Cushing et al., 1990 ; Rollins et al.,
1990 ; Sica et al., 1990 ; Selvan et al. 1998 ; Krishnaswamy et al., 1999). Les macrophages eux-
mémes peuvent produire des chimiokines capable d’amplifier leur propre recrutement (Cushing et

Fogelman, 1992 ; Gourmala et al., 1999 ; Boddeke et al., 1999 ; Janabi et al., 1999). Il semble
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donc qu’'un dialogue entre PAEC et macrophages contribue a maintenir un contexte pro-
inflammatoire marqué. La rapide production d’IL-8 aprés récolte de ces cellules montre que cet
état d’activation peut résulter de la situation non-physiologique des cellules endothéliales
périphériques, d’abord cultivées in vitro, puis récoltées et transplantées a une forte densité dans le
parenchyme cérébral. Cependant, un tel stress n'est sans doute pas suffisant pour induire une
réponse apototique massive, car l'allotransplantation de cellules endothéliales cardiaques de rat
n’est pas suivie d'une telle mort (résultats non publiés), en accord avec les résultats de Quinonero
et ses collaborateurs (1997), qui ont décrit une survie a long terme de greffes intrastriatales d’'une
lignée endothéliale d’origine centrale. Ainsi, la part des macrophages infiltrants parait déterminante
dans le processus de rejet.

Une question reste en suspens dans cette étude : la nature des cellules OX8* infiltrantes qui sont
retrouvées tant dans les greffes d’endothélium que de neurones. Ces cellules ont une forme
irréguliere et le marquage est souvent diffus. Elles apparaissent trés tot, et sont plus nombreuses
que les cellules TCRaB*. Il est possible que ces cellules OX8" ne soient pas des lymphocytes
CD8" suppresseurs/cytotoxiques, mais plutét une sous-population de macrophages/microglie, car
des phagocytes CD8" ont déja été décrits lors de I'élimination de pathogénes parasitaires (Hirji et

al., 1998).

» Les xénogreffes de neurones mésencéphaliques feetaux porcins sont rejetées aprés 3 a
4 semaines en présence d’un infiltrat mixte.

Le profil d’infiltration et de rejet de I'endothélium contraste fortement avec le rejet de neurones.
Pendant le premier jour, les neurones sont infiltrés principalement par des cellules OX42*, et la
greffe contient de nombreuses cellules apoptotiques dont le nombre diminue fortement par la suite.
Ceci peut s’expliquer par la manipulation du tissu feetal et par le trauma chirurgical connus pour
provoquer la mort de nombreux neurones. Cependant, contrairement aux PAEC, linfiltration
macrophagique décroit par la suite. Aprés 14 jours, le nombre de cellules ED1 et OX42 infiltrantes
est minimal, alors que les lymphocytes TCRa restent exceptionnels. La greffe est riche en noyaux
NeuN® et en protéines de neurofilaments porcins, deux critéres qui démontrent la bonne

maturation et la différenciation des neurones implantés. Cependant a trois semaines, apparait une
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seconde vague d’infiltration leucocytaire. Le volume de la greffe augmente, alors que les
vaisseaux sanguins voisins s’élargissent et contiennent une accumulation de cellules de
phénotypes macrophagique et lymphocytaire. Le greffon est infiltré par des LT, en plus des
macrophages.

Les neurones sont connus pour produire des facteurs chimioattractants et des facteurs de
croissance de la lignée macrophagique (Dobbertin et al., 1997 ; Nishiyori et al., 1998 ; Wang et al.,
1999). De plus, il a été observé que les allogreffes neuronales sont naturellement colonisées par
les cellules microgliales de I'héte (Pennell et Streit, 1997 ; Rostaing-Rigattieri, 1997). Une telle
infiltration « normale » peut prendre place dans le cas de xénogreffes, comme le montre la
présence des quelques cellules ED1’, méme deux semaines aprés transplantation, quand
I'inflammation est minimale. Cependant, bien que les macrophages de I'héte qui colonisent les
allogreffes gardent un phénotype de cellules ramifiées (Pennell et Streit, 1997 ; Rostaing-Rigattieri,
1997), ces cellules paraissent garder un phénotype activé dans le cas des xénogreffes neuronales,
car les cellules ED1 présentent une morphologie de cellules rondes, plutét que ramifiee. Cette
observation vient en accord avec les données de Duan et ses collaborateurs (1995) obtenues
dans un modéle souris-rat. La libération de xénoantigénes est probablement accrue par le
phénoméne temporaire de mort neuronale consécutif a [limplantation du greffon. Ces
xénoantigénes peuvent peut-étre enclencher une réponse immune in situ, ou aprés migration de
phagocytes dans les tissus lymphoides (Randolph et al., 1999). Il est aussi possible que la
mobilisation leucocytaire soit induite par les cellules endothéliales de I'héte, car elles sont connues
pour jouer un rdle majeur dans la maturation des APC (Randolph et al., 1999). Les cellules
endothéliales de I'héte ont la capacité d’envahir la xénogreffe neuronale (Geny et al., 1994) et bien
gue ce procédé soit lent, il peut étre initi€ en absence d'immunosuppression. Une telle réponse
peut étre amplifiée par le drainage de ces antigénes vers des structures comme les ganglions
cervicaux profonds (Widner et al., 1988). Cependant, les neurones porcins peuvent eux-mémes
contribuer a linfiltration massive de leucocytes par la sécrétion de chimiokines en réaction a la
présence continue de macrophages/cellules microgliales de I'héte se maintenant dans un état

activeé.
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Partie 2
Cinétique d’expression des génes de cytokines au cours

du rejet de xénogreffes

2.1 Cinétique d’infiltration lymphocytaire.

Deux groupes de rats LEW.1A ont été greffés avec des neurones mésencéphaliques foetaux
porcins ou ont simplement subit la Iésion due a I'opération, comme il est décrit dans la section
« Matériels et Méthodes ». Les animaux ont été sacrifiés a différents temps, sur une durée de 4
semaines. Les aires striatales englobant le transplant ou les tissus équivalents, incluant le tracé de
laiguille des rats contrdles, ont été disséquées et récupérées pour I'extraction d’ARN. Les aliquots
ont été soumis a une rétrotranscription et analysés par PCR en temps réel pour la présence de
transcrits codant pour la région constante Cp du TCR. Le nombre de copies de transcrit de Cp
trouvés a chaque point est ajusté par rapport au nombre de copies d’ARN messagers codant pour
le géne de ménage HPRT. Les résultats sont présentés figure 24 et montrent que les transcrits de
Cp restent trés faibles pendant une durée de 24 jours pour tous les animaux analysés jusqu’a ce
point. Il apparait une expression soudaine des transcrits CB au 28°me jour suivant la
transplantation, dans les 7 animaux transplantés sur 8 qui ont été analysés. L'ampleur de la

déviation standard refléte les variations qui existent entre les différents animaux, car ces variations

sont reproductibles d’une rétrotranscription sur l'autre, et elles reflétent probablement les différents

7= Fig. 24. Cinétique d’expression
“8 S de la chaine Cp du TCR dans les
cerveaux de rats transplantés avec
0.4 des neurones mésencéphaliques
foetaux porcins (barres grises) ou

dans le groupe contrbéle (barres

Cp/HPRT

0.2 noires) Les résultats représentent

un ratio du nombre de copies de

EIEI-:I — CB sur le nombre de copies
. 1 3 T 14 21 24 28 d’'HPRT, en fonction du temps.
*p<0.05.
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degrés d'infiltration de la greffe par les cellules de I'héte. Le nombre de transcrits de C[3 reste
pratiquement indécelable pour tous les points du groupe contréle. Le marquage au crésyl-violet du
cerveau antérieur d’un rat de la méme série, sacrifié au cours de la quatrieme semaine, confirme
que la greffe fait 'objet d’'une infiltration massive (Fig. 25A). Le marquage avec les anticorps
monoclonaux OX42 et R7.3 montrent que linfiltrat est constitué de macrophages et de
lymphocytes TCRaB™* (Fig. 25B et 25C). La présence des lymphocytes est confirmée par le
marquage avec l'anticorps OX39, lequel réagit avec CD25, le récepteur de la chaine a de I'lL-2
(Fig. 25D). A ce moment, il y a une gliose réactionnelle trés forte (Fig 25E), mais les neurites
exprimants la protéine de 70 kD des neurofilaments porcins restent détectables dans de nombreux
endroits du greffon, indiquant que le processus de rejet n'est pas achevé dans cet animal (Fig.

25F).

2.2 Cinétique d’expression des lymphokines.

Les résultats présentés (Fig. 26A) indiquent que les taux de transcrits d’IL-1a restent trés faibles
jusqu’a la quatritme semaine. Une accumulation brutale de ces transcrits apparait dans les
cerveaux qui ont été implantés avec les neurones porcins. Le profil d’expression des génes du
TNFa (Fig. 26B) et de I'lL-6 (Fig. 26C) est similaire a celui de I'lL-1a, avec une hausse trés
prononcée au 28°™ jour, dans les cerveaux exposés aux cellules xénogéniques. Les cinétiques
d’expression de I'lL-2 et de I'lFNy (Fig. 26D et 26E) montrent aussi une soudaine augmentation au
28°™ jour.

Cependant, on peut noter que les taux de transcrits d’'IL-2 sont presque 10 fois moins abondants
que ceux de I'lFNy. A linverse, le niveau d’expression des ARN messagers du TGF[( reste
relativement constant pendant toute la durée de I'expérience, avec un doublement a jour 28 dans
les animaux greffés. Cependant cette tendance n’est pas statistiquement significative (Fig. 26F).
Les transcrits de I'lL-4 et de I'IL-10 restent trés faibles ou n'ont pas été décelés. Ceux codant pour
'lL-13 sont plus abondants, mais leurs niveaux d’expression ne varient pas de facon significative

pendant la durée de I'expérience (Fig. 26G). Les ARN de la sous-unité p40 de I'lL-12 sont aussi
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constants, malgré une tendance a l'augmentation au dernier point, et dans le groupe des

transplants neuronaux (Jour 28, Fig. 26H).

2.3 Expression des chimiokines MCP-1 et RANTES.

Les transcrits de MCP-1 sont connus pour s’accumuler rapidement aprés une Iésion cérébrale. Un
tel pic a été observé tant dans le groupe contréle que pour les animaux transplantés, au premier
jour suivant I'opération (Fig. 27B). Les transcrits de RANTES ne sont, quant a eux, pratiquement
pas détectables a ce moment (Fig. 27A). Une augmentation importante apparait au 28°™ jour, tant

pour MCP-1 que pour RANTES, en réponse a la xénogreffe.

A RANTES 13 MCP-1
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Fig. 27. Cinétique d’expression des transcrits des génes des chimiokines RANTES et MCP-1
dans les cerveaux transplantés avec des neurones foetaux porcins (barres grises) ou seulement
Iésés (barres noires). Les résultats sont représentés par un ratio du nombre de copies de transcrits

de chaque chimiokine sur le nombre de copies d’HPRT, en fonction du temps (jours). *p<0.05
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2.4 Discussion

L’évaluation temporelle de [linfiltration lymphocytaire par la mesure des transcrits codant pour la
portion constante de la chaine B du TCR, montre que les cellules TCRaB* s’accumulent
soudainement, dans le cerveau des rats greffés, a la fin de la quatrieme semaine qui suit leur
implantation (n=7) par comparaison avec la situation trouvée au 24°™ jour (n=3). Ceci supporte le
concept que nous avons précédemment établi: [linfiltration de xénogreffes neuronales
intrastriatales est un phénoméne tardif mais soudain (Cf Résultats 1). Le recrutement des LT est
étroitement corrélé avec la forte augmentation des transcrits de MCP-1 et de RANTES, lesquels
apparaissent au méme moment. Il a été rapporté que ces chimiokines pouvaient étre synthétisées
par les leucocytes infiltrants le SNC, mais aussi par les astrocytes activés in vitro et in vivo, dans
les modéles d’'EAE ou lors des lésions de SEP (Glabinski et al., 1997 ; Kennedy et al., 1998 ; Oh
et al.,, 1999 ; Baranzini et al., 2000 ; Boven et al., 2000 ; Hua et Lee, 2000 ; Juedes et al. 2000).
Ces chimiokines sont aussi produites par les cellules endothéliales activées (Marfaing-Koka et al.,
1995 ; Ebnet et al., 1996). MCP-1 exerce un chimiotactisme sur les macrophages mais induit aussi
la transmigration des cellules T CD4", avec une préférence pour les cellules de type Th1 (Siveke
et Hamann, 1998). RANTES est typiquement actif sur les cellules T effectrices incluant les Th1,
mais pas les Th2 (Kawai et al., 1999). Ainsi, le trafic et 'adressage, tant des macrophages que des
lymphocytes dans le parenchyme cérébral semblent étre activement soutenus par une production
in situ concomitante de chimiokines, dont I'origine cellulaire exacte reste a déterminer.

Par dela son expression significative au 28°™ jour suivant la transplantation, une plus faible et
temporaire accumulation des transcrits de MCP-1 est observée dans les 24 heures suivant
I'intervention chirurgicale. Cette réponse précoce a déja été rapportée dans d’autres modéles de
lésions cérébrales (Glabinski et al., 1996 ; McTigue et al., 1998) et contribue probablement a
I'infiltration précoce des macrophages dans les aires de trauma, un phénoméne que nous avons
décrit comme décroissant aprés plusieurs semaines (Cf. Résultats 1). A linverse, I'expression
précoce de RANTES n’est pas significative dans les temps précoces.

Parmi les lymphokines pro-inflammatoires, une accumulation brutale des transcrits d’'IL-1a, de

TNFa et d’IL-6 apparait au 28°™ jour aprés transplantation. Ainsi, le profil d’expression de ces
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lymphokines est trés similaire a celui de MCP-1 et RANTES, et leur soudaine augmentation
accompagne linfiltration massive de la greffe.

L’accumulation des ARMm de I'lFNy et de 'IL-2 de fagon concomitante avec ceux de RANTES,
suggére que la greffe est infiltrée de lymphocytes T CD4" appartenant au sous-type Th1. A
linverse les transcrits d’lIL-4 n'ont pas été décelés, en accord avec les données obtenues au cours
du rejet de xénogreffes cardiaques dans le rat Lewis1A (Brouard et al., 1998). En outre, la
pauvreté des transcrits de lymphokines de type Th2, tel que I'lL-10 et I'lL-13, supporte le concept
qgue le rejet de xénogreffes discordantes de neurones dans le cerveau du rat Lewis 1A est mené
par des cellules a polarité Th1. Il est important de noter que la présence de transcrits de cytokines
Th1 (IFNy et d’IL-2) a également été rapportée lors de rejet de xénogreffes concordantes de
neurones, dans des systémes souris sur rat ou rat sur souris (Kogure et al.,, 1998 ; Vine et al.,
1999).

Les transcrits d’lL-12 codant pour la sous-unité p40 restent relativement rares, méme s’ils ont
tendance a s’accumuler au 28°™ jour. Cette interleukine hétérodimérique a une origine
microgliale/macrophagique, et permet la différenciation des cellules ThO en Th1 (Cf. 1.3.2.3 Les
cytokines et la polarisation Th1/Th2), méme s’il semble que cette orientation n’est pas strictement
dépendante de cette interleukine (Noble et al., 2001). Le rble de I'lL-12 parait ainsi moins marqué
pendant linfiltration des xénogreffes neuronales dans le rat Lewis 1A que lors d’'une induction
d’EAE dans le rat Lewis (Issazadeh et al., 1995). Cette différence peut étre due a I'action inhibitrice
des astrocytes activés (Aloisi et al. 1997 ; Xiao et Link, 1999) révélés par la forte immunoréactivité
GFAP qui accompagnait le rejet des neurones. Le TGFB1 que les astrocytes activés sont
suceptibles de produire, est 'un des effecteurs capable de provoquer une désactivation des APC
résidentes et infiltrantes (Hailer et al., 1998). Inversement, les astrocytes peuvent aussi contribuer
a la baisse de fonctionnalité des cellules T (Xiao et al., 1998). On peut aussi imaginer la présence
dans le pool de lymphocytes infiltrants, de LT régulateurs connus pour sécréter du TGF[3 et inhiber
lactivité des cellules cytotoxiques (pour revue : Wood et Sakaguchi, 2003). Néanmoins, nos
données indiquent que de tels signaux inhibiteurs sont outrepassés quand Tlinfiltration de la

xénogreffe prend soudainement place. Cette infiltration mobilise tant les macrophages que les
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lymphocytes dans un environnement pro-inflammatoire. Ainsi, des stimuli tels que I'lFNy sont en
faveur d’une restimulation des LT déja primés par les APC résidentes et/ou infiltrantes, alors que la
prolifération des LT est soutenue par la production locale d’'IL-2. Aprés quoi, les mécanismes de
cytotoxicités médiés par les LT et/ou la réponse d’hypersensibilité retardée provoqués par les LT
en association avec les macrophages/microglie contribuent aux processus de mort des neurones
greffés (Korsgren, 1997).

On peut supposer que la présentation aux LT et le développement de la réponse Th1 sont initiés
en dehors du systéme nerveux central, comme par exemple dans les organes lymphoides
secondaires par lesquels transite le fluide intra-parenchymateux. Les antigénes peuvent étre
relargués des neurones mourant aprés leur implantation (Nikkah et al.,, 1994 ; Zawada et al.,
1998 ; Emgard et al., 1999), et leur présentation peut alors s’effectuer aprés drainage vers les
ganglions cervicaux profonds (Widner et al., 1988) par un mécanisme de reconnaissance indirecte
via les APC de I'héte. Cependant, nous ne pouvons exclure que les xénogreffes de neurones
mésencéphaliques foetaux puissent contenir des cellules trés immunogénes telles que des cellules
microgliales et/ou des cellules endothéliales porcines (Geny et al., 1994, 1995 ; Brevig et al., 1999,
2001). Celles-ci pourraient agir a travers un mécanisme de reconnaissance direct menant a une
infiltration du greffon. Ceci pourrait expliquer le début de la réaction immune. Il reste toutefois a

éclaicir pourquoi cette infiltration ne se produit que 4 semaines aprés implantation des neurones.
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Partie 3
Analyse du répertoire des lymphocytes T infiltrants et périphériques au

cours du rejet de xénogreffes neuronales.

La caractérisation de la réponse immune s’effectue par I'étude du répertoire lymphocytaire T,
et plus précisément par une analyse des niveaux d’expression des différents réarrangements de la
région V de la chaine 3 du TCR. Ceci pourrait permettre de repérer 'émergence de populations
lymphocytaires particulieres, probablement impliquées dans le processus de rejet. En effet, la
stimulation antigénique par les APC provoque une sélection positive des LT qui peut-étre décelée
par le profil d’altération de la structure moléculaire de la région CDR3 du TCR. Ces altérations sont
décelables en examinant la longueur de la région CDR3 dans les différents transcrits incluant
chacun des alleles VB du TCR (logiciel Immunsocopell, Pannetier et al., 1995 ; Gorochov et al.,
1998) comme décrit dans la section « Matériels et Méthodes ». L'étude quantitative par TagMan[
apporte une information sur I'importance relative d’'une population T sélectivement activée. La
combinaison de ces 2 études constitue le TcLanscapell, recemment breveté au laboratoire (Guillet

et al., 2001).

3.1 Choix des échantillons :

Deux séries de rats LEW.1A (A et B) ont été transplantées de maniére bilatérale, avec 400.000
neurones foetaux par coté, issus, pour chacune des séries, d'un pool d’embryons issus de deux
truies. Le processus de rejet étant relativement variable dans le temps, et sachant qu’aucun test
comportemental n’est disponible pour évaluer la survie du transplant, des sacrifices ont été
réalisés 21, 28 et 35 jours aprés transplantations. L’hémisphére droit est récupéré pour la
révélation immunohistochimique afin d’évaluer I'état de rejet de la xénogreffe neuronale selon des
critéres préalablement établis : importante présence de macrophages, formation de structures

apparentées a une néovascularisation et surtout apparition d’un infiltrat lymphocytaire massif dans
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et autour du greffon (Cf. résultats 1 et 2). Les ARN des striata de 'hémisphére gauche des rats
répondant a ces critéres sont rétrotranscrits et l'utilisation de la PCR quantitative en temps réel
permet d’évaluer le nombre de transcrits incluant la segment constant 3 du TCR (C3) dans chacun
des échantillons. Les greffes en cours de rejet sont moléculairement définies par la présence d’'un
taux élevé de transcrits C(3 (ratio de transcrits CB/HPRT > 0.1 ; Cf. résultats 2). Dans la majorité
des cas, I'analyse immunohistochimique a montré qu’un fort infiltrat de cellules R7.3" était présent
dans l'autre hémisphére, correspondant du reste, a un ratio de transcrits CB / HPRT < 0.1. Dans le

cas contraire, les échantillons ont été écartés. Huit rats ont été inclus dans l'analyse.

3.2 Etudes qualitatives et quantitatives des variations du segment 3 du TCR dans la greffe
La figure 28 (série A et B) représente la distribution des longueurs des régions du CDR3 des 8 rats
sélectionnés pour leur forte accumulation de transcrits de CB au niveau du greffon. Pratiquement
tous les transcrits incluant chacun des génes V[3 ont été retrouvés en quantité variable, dans les
striata infiltrés. Les lymphocytes infiltrant ces striata possédent des teneurs élevées de transcrits
mobilisant notamment les genes VB4 et VB8.2. Néanmoins, la distribution des longueurs des
régions du CDR3 de ces transcrits reste gaussienne (la couleur verte signal une telle répartition).
Toutefois, la hauteur atteinte sur 'axe Y témoigne de I'abondance des transcrits de ces familles en
termes quantitatifs.

Pourtant, 'analyse des altérations des longueurs du segment CDR3 des LT infiltrant le greffon
montre que les profils gaussiens de nombreuses familles V[ sont altérés (couleur rouge). Ces
altérations se retrouvent dans tous les striata infiltrés. Certaines familles V(3 présentent jusqu’a
55% d’altérations par rapport a la moyenne des altérations obtenues dans un groupe contréle qui
constitue notre référence gaussienne (moyenne des altérations sur des cellules T purifiées a partir
des ganglions et de rates de rats naifs). Cependant, nous n’avons pas observé d’accumulation
significative d’'une famille particuliere qui soit toujours altérée (pas systématiquement les mémes
pics rouges). La comparaison des profils immunoscopell obtenus avec chaque animal, n'a pas
révélé la sélection d’'une population particuliere, a une exception prés (voir plus bas). C'est a dire

que, d'une fagon générale, les familles V[3 altérées ne sont pas toujours les mémes, et lorsque
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c’est le cas, les longueurs de CDR3 sélectionnées différent d’'un animal a 'autre. Cette absence de
similitude tant dans la sélection d'un alléle VB que dans la longueur de la région CDR3
sélectionnée se retrouve au sein d’'une méme série d’animaux transplantés, ayant recu la méme
combinaison de cellules du donneur. La synthése des altérations et leur amplitude, rapportée dans
la figure 29, montre qu'une grande majorité des familles VB présente des taux d’altérations
supérieurs a 15% (cases grises). Les altérations de toutes les familles V3 présentes pour chacun
des échantillons de striatum infiltré varient entre 17.39% et 20.71% (19% % 1.08). Seule, la famille
VB20 parait systématiquement altérée dans tous les striata, quelque soit la série : 35,48% + 8.11
(n=8). Aprés analyse des différentes longueurs de CDR3, le fort pourcentage d’altération de la
famille VVB20 parait provenir, en partie, de la sélection d’'une longueur particuliere du CDR3 : la
longueur de 101 aa (Fig. 30, fleches). Cette longueur de CDR3 est significativement plus
représentée dans les striata infiltrés que dans les échantillons de référence (p<0.0005, n=9).
L’altération de cette longueur est retrouvée dans les 2 séries, et il n'est donc pas spécifique du
donneur. Elle a aussi été retrouvée dans une troisitme série d’animaux greffés avec d’autres
donneurs porcins, ainsi que lors d’expériences d’'immunisation du receveur avec des extraits de
mésencéphales ventraux porcins (Données non montrées). Cette population de LT exprimant ce
VP20 n’est pas retrouvée dans la rate ou le sang de ces mémes animaux (Fig. 30 : Rat #774 rate,

et Fig. 31).

3.3 Etude du répertoire en périphérie :

Un analyse comparative des altérations des longueurs de la région CDR3 a été réalisée sur les
DCLN, la rate et les lymphocytes du sang (PBL) des 5 animaux rejetants de la série B (Fig. 31). A
quelques trés rares exceptions (essentiellement la famille V31 apparemment absente), toutes les
familles V(3 ont pu étre détectées dans les DCLN, la rate et le sang des animaux transplantés. Le
profil des altérations des longueurs de la région CDR3 dans les DCLN est plus modéré que dans
les striata et les moyennes des altérations pour toutes les familles varient selon les rats : 2 rats ont
des DCLN avec des profils altérés supérieurs a 15%. Le pourcentage moyen d’altération des

longueurs de CDR3 pour I'ensemble des familles est inférieur a celui observé dans les striata
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(13.80 % £ 0.50 contre 19.31 % £ 1.91). Toutefois, il apparait que s’il y a moins de familles
concernées, les altérations des longueurs des CDR3 sont dans certains cas trés fortes (73% pour
la famille V311 des DCLN du rat #768). A linverse, les longueurs de CDR3 des LT des DCLN du
rat #769, dont les LT du striatum présentent de nombreuses altérations, ne sont que faiblement
altérées. De fagon plus générale, le profil d’altération des DCLN ne se superpose pas a celui du
striatum d’'un méme rat. La méme analyse des variations des longueurs des régions du CDR3
dans la rate et le sang n'a pas montré d’altérations significatives. L’ensemble des familles V(3 de
tous les rats présente des profils gaussiens, ou trés proches. La figure 32 représente les
moyennes des altérations des longueurs des régions du CDR3 du TCR selon leur localisation
tissulaire. Les moyennes d’altérations des longueurs des régions du CDR3 de toutes les familles
VB exprimées par les lymphocytes infiltrants le striatum, sont significativement plus élevées que
les altérations trouvées dans les lymphocytes hébergés dans la rate ou présent dans le sang
périphérique. Les altérations trouvées dans les LT hébergés dans les DCLN sont elles aussi
statistiquement plus marquées, méme si les profils moléculaires différent de ceux trouvés dans les

lymphocytes striataux.

3.4 Discussion 3

Cas de la sélection de la longueur de 101 aa du CDR3 du Vb20 :

L’altération systématique de la longueur de 101 aa du géne du VP20 dans les striata fera I'objet
d’'une analyse plus poussée par PCR, pour déterminer si elle mobilise un méme alléle J3 (le rat en
compte 12 différents). L'usage d'un alléle JB identique chez les 8 animaux serait alors trés

suggestif d’'une sélection monoclonale.

Variabilité du répertoire des lymphocytes T infiltrants :

Nous avons démontré que le répertoire de la région variable de la chaine B du TCR
lymphocytaires infiltrant une xénogreffe neuronale est large. Il mobilise 'ensemble des familles V[3,
dont les longueurs des régions CDR3 peuvent étre trés fortement altérées. Par rapport au profil

gaussien trouvé dans le répertoire périphérique de rats naifs, la variabilité de la distribution des
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longueurs de la région CDR3 est significativement perturbée dans les striata de tous les rats
impliqués dans le processus de rejet. Pourtant, le profil de ces perturbations est propre a chaque
rat, méme s'ils recoivent la méme combinaison de cellules du donneur. Seul un alléle mobilisant le
géne V20, et codant pour une séquence de 101 aa, parait mobilisé de fagon systématique.

Cette variabilité confirme I'hypothése de Duan et coll. (2001), qui ont suggéré, qu'outre les
peptides issus des antigénes du CMH du donneur, d’autres xénoantigénes du donneur peuvent
étre reconnus par les lymphocytes de I'héte. On peut ajouter que la mort cellulaire qui
accompagne la manipulation des neuroblastes et leur implantation est également susceptible de
libérer dans le cerveau de I'héte de nombreux xénoantigénes intracellulaires. L’absence de
populations quantitativement sur-représentées pourrait aussi provenir du fait que les LT
spécifiques qui reconnaissent leur cible dans le SNC diminuent fortement le niveau d’expression
de leur TCR (Lanzavecchia et al., 1999). Ainsi, l'infilirat observé est peut étre le reflet d’'une
seconde vague d’infiltration qui masque I'événement primaire.

L’augmentation de plusieurs familles de transcrits incluant certains génes V(3 se fait de facon
gaussienne (Exemple : V34 rat #329 ou V[38.2 rat #769 Fig. 28). L'interprétation de ce phénoméne
pose plusieurs questions. La premiére est d’ordre technique. Le rejet s’accompagne d’une
néovascularisation ou d’un fort remodelage de la vasculature du cerveau de I'héte (et peut étre du
tissu donneur) et par conséquent, I'amplification de certaines familles peut correspondre a des LT
s’accumulant en abondance dans les capillaires cérébraux plutét que dans le parenchyme. Seule
une PCR effectuée sur une cellule T isolée et localisée au sein du greffon pourrait répondre a cette
guestion. Une telle technique a été recemment appliquée aux LT présents dans les lésions de SEP
(Babbe et al., 2000). Cependant I'accumulation gaussienne de toutes les longueurs d’une famille
V[ peut étre a I'origine de phénoménes d’ordre immunologique : 'existence dans la xénogreffe de
superantigénes, dont la présentation ne nécessite pas la spécificité du CDR3, mais aussi la
possible présentation directe qui ne semble pas aboutir a une altération de la région CDR3 (Sebille
et al., 2001).

Par ailleurs, la présence parmi les LT infiltrants d’un répertoire varié, représenté par des familles

dont les longueurs de CDR3 sont gaussiennes ou altérées, suggére un phénoméne de
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recrutement massif de lymphocytes tant spécifiques qu’aspécifiques. En effet, de nombreuses
études évoquent le principe de recrutement de LT « by-stander » dans le SNC (effet de voisinage).
Les lymphocytes spécifiques pour un antigéne, comme les cellules T activées mais non réactives
vis a vis de composants du SNC, peuvent pénétrer dans le parenchyme (Hickey et al, 1991 ; Cross
et al., 1991 ; Lannes-Viera et al., 1995 ; Steinman, 1996). Des données récentes dans les modéles
d’EAE indiquent que les LT activés, mais non spécifiques, peuvent franchir la BHE en large
nombre (Bauer et al., 1998 ; Krakowski et Owens, 2000 ; Brabb et al., 2000). Ainsi, en accord avec
ces données, le recrutement sur le site inflammatoire de populations de LT utilisant certains génes
VB, peut refléter des événements qui ne sont pas directement liés au processus de
reconnaissance des xénoantigénes. Toutefois, ils contribuent de fagon aspécifique au rejet en
participant au processus de DTH (Lehmann et al., 1998). On notera pourtant que de telles cellules
pourraient ne conserver qu'un phénotype immature, car elles n'exprimeraient pas de transcrits
spécifiant les cytokines inflammatoires (Krakowski et Owens, 2000). Nous savons que les cellules
T peuvent pénétrer dans le parenchyme, grace a la simple présence de molécules d’adhésion
nouvellement formées et la production locale de chimiokines (Owens et al., 1994 ; Flugel et al.,
2001), un environnement pro-inflammatoire qui est présent lors du rejet de xénogreffes neuronales
(Cf. Résultats 2). Ainsi, I'entrée des cellules T « by-stander » serait facilitte par la pénétration
préalable des cellules T spécifiques de I'inflammation (Skundric et al., 1994).

Si la présence de nombreuses altérations au sein des différentes familles V[3 refléte la multiplicité
des antigénes, elle n'exclut pas non plus un phénoméne « d’épitope spreading » déja décrit au
cours de la progression dEAE ou d’encéphalite virale (Lehmann et al., 1992 ; Barten et al.,
1995 ; McRae et al., 1995 ; Miller et al., 1995 ; Lin et al., 1998). Ce phénomeéne correspond a une
accumulation de mutations notamment dans les génes V(3 des lymphocytes infiltrants. De telles
mutations modifient le spectre de reconnaissance du TCR et peuvent favoriser 'expansion de
certains lymphocytes. Cette évolution du répertoire souléve le probléme de la présentation locale
des antigénes dans le SNC. Il se pourrait, en effet, que dans un contexte pro-inflammatoire, des

cellules, issues par exemple de la microglie, puissent se comporter comme des APC, et provoquer
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'expansion de populations éventuellement différentes par leur spécificité de celles qui infiltrent le
greffon.

Un lien loco-régional avec le systéme immun périphérique

Si la voie de présentation directe a été évoquée dans le processus de rejet de xénogreffes
neuronales, elle n’est probablement pas la plus importante du rejet (Duan et al., 2001, 2002). En
effet, contrairement aux alloantigénes, le processus de reconnaissance des xénoantigénes
s’effectue principalement par la voie indirecte. Ceci serait dd a la faible fréquence de cellules T du
receveur qui peuvent répondre a une présentation antigéniques dans le contexte de CMH
xénogéniques. De nombreuses études évoquent le drainage des antigénes depuis le SNC vers les
organes lymphoides secondaires (Bradbury et al., 1981 ; Yamada et al., 1991 ; Cserr et Knopf,
1992 ; Kida et al., 1995). Il n’est pas clair pour I'instant si 'antigéne est drainé a I'état soluble, ou
processé par des APC, par exemple résidentes dans les tissus avoisinant le parenchyme (pour
revue . Aloisi et al.,, 2000 ; Pashenkov et al., 2003). Cependant, il semble que selon le site
d’'implantation des antigénes dans le SNC, certains sites lymphoides soient privilégiés. Ainsi,
'administration d’antigénes dans le LCR ou la xénotransplantation intraventriculaire, impliquent la
rate et les ganglions du cou (Hochwald et al., 1988 ; Widner et al., 1988), alors que I'injection dans
le parenchyme cérébral privilégie les ganglions lymphatiques cervicaux profonds (Bradbury et al.,
1981 ; Harling-Berg et al., 1989 ; Knopf et al., 1998 ; Ni et al., 2000). Dans le présent travail, nous
mettons en évidence la présence d’un répertoire dont la distribution gaussienne des longueurs de
CDR3 est trés altérée dans les LT des DCLN, de fagon simultanée a l'infiltration lymphocytaire de
la greffe intrastriatale. A linverse, le profil de la distribution des longueurs du CDR3 des LT du
sang et de la rate demeure gaussien. Le réle des DCLN est mis en évidence dans de nombreux
désordres du CNS, notamment dans la SEP (DeVos et al., 2002) ou I'EAE (Philipps et al., 1997)
et dans le cadre de tumeurs cérébrales (Okamoto et al., 1999). Une lymphadénectomie cervicale
est décrite comme réduisant la sévérité de I'EAE (Phillipps et al., 1997), ou augmente le délai
d’infiltration des LT, qui proviennent alors de la rate (Okamoto et al., 1999). Il est possible d’induire
un phénoméne de tolérance suite a [linjection intracérébrale d’'un xénoantigéne, comme

'ovalbumine. Ce phénoméne implique aussi les DCLN. Une réponse immune est rapidement

95



enclenchée contre ce xénoantigéne, permettant un phénoméne de DTH en cas de rappel, et
provoque I'émergence d’anticorps. De telles réponses sont absentes aprés ablation des ganglions
ou aprés transfert de tolérance par les LT issus de ces mémes ganglions. A linverse, une
splénectomie n’altére pas ces phénoménes (Wenkel et al., 2000).

Pourtant, notre étude montre que le profil du répertoire lymphocytaire observé dans les DCLN ne
se superpose pas a celui retrouvé dans l'infiltrat du greffon. Une activation séquentielle dans le
temps pourrait expliquer ce phénoméne : le profil de linfiltrat lymphocytaire observé dans les
striata correspondrait peut-étre a une stimulation antérieure des LT dans les DCLN. D’autre part,
nous avons vu précédemment qu’un large répertoire, spécifique ou non, peut étre mobilisé sur le
site inflammatoire. Si le recrutement de T aspécifiques et une dispersion épitopique existent, il est
fort probable que I'environnement particulier du SNC et notamment les cytokines présentes puisse
faire évoluer la structure moléculaire du TCR des lymphocytes issus de la périphérie (Launois et
al.,, 1997). Récemment, Weissert et coll. ont observé dans un modéle d’EAE induite par
'administration de MOG, que la réponse immune dans les tissus lymphoides est différente de celle
observée dans les Iésions. lls suggérent que si plusieurs LT spécifiques d’un peptide peuvent étre
observés au cours d’'une EAE, c’est essentiellement la réponse sur le site inflammatoire qui doit

primer (Weissert et al., 2001).

Ces données et nos résultats antérieurs suggérent que le recrutement lymphocytaire est large,
varié¢ et mené dans un contexte proinflammatoire. La présence d'IL-2 et de son récepteur,
suggérent encore une amplification locale de la réponse lymphocytaire. Malgré les données
récentes de Juedes et Ruddle (2001) qui suggéerent que dans le SNC, les LT produiraient
préférentiellement des cytokines sans qu'ils proliférent, une amplification pourrait néanmoins se
faire au sein de nouvelles structures, apparentées a une néogénése de tissu lymphoide riche en
chimiokines (Prineas, 1979 ; Raine et al., 1990 ; Colombo et al., 2000 ; Pashenkov et al., 2003).
Ainsi, la réponse aux xénogreffes neuronales sensibilise les organes lymphoides locaux, mais ne
parait pas impliquer le reste du systéme immunitaire, démontrant a nouveau une caractéristique

propre du SNC.
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Nous avons vu que le rejet de xénogreffes neuronales se produit suite a une infiltration
lymphocytaire massive du greffon dans un contexte proinflammatoire de type Th1. Nous avons
observé une assez grande variété d'usage des longueurs du V(3 du CDR3 de ces lymphocytes.

Cependant, la réponse immune n’est observable que dans les régions proches de la greffe.

= Limiter localement les réactions inflammatoires :

Le rejet de xénogreffe est largement médié par des LT. Pourtant, le taux de survie des xénogreffes
neuronales sous monothérapie de CsA n'est que de 60 a 70% (Pakzaban et Isacson, 1994). Ce
chiffre peut étre augmenté par I'ajout combiné d’autres immunosuppresseurs. Des cocktails a
fortes doses de plusieurs immunosuppresseurs (multi-thérapie : CsA, tacrolimus, mycophenolate
mofetil, methylprednisolone, azathioprine), additionnés ou non d’anticorps monoclonaux dirigés
contre le complément ont montré leur efficacité dans la survie d’'une xénogreffe murine ou porcine
implantée respectivement chez le rat ou le primate (Wennberg et al., 2001 ; Cicchetti et al., 2003).
Toutefois, des traitements immunosuppresseurs a fortes doses risquent d’entrainer des effets
indésirables en clinique, et des recherches ultérieures sont nécessaires pour déterminer si
certaines combinaisons d'immunosuppresseurs (par exemple CsA + rapamycine) peuvent induire
un état de tolérance, comme c’est le cas pour l'allotransplantation de tissus périphériques (Pour
revue : Li et al., 2000).

Une voie complémentaire consiste a limiter 'immunogénicité des cellules du donneur. La
destruction des cellules exprimants de forts taux de I'épitope Gal a1-3 Gal revient a éliminer les
cellules microgliales ou endothéliales présentes dans les suspensions de neurones foetaux
porcins. Un tel traitement peut-étre effectué avant transplantation, en exposant les suspensions
cellulaires a des anticorps naturels dirigés contre I'épitope Gal a1-3 Gal et/ou le complément. De
tels traitements ne font que ralentir le processus de rejet aprés implantation dans le cerveau du rat

(Brevig et al., 2001). Le rejet de telles cellules par le cerveau humain est donc trés probable. On

97



peut donc estimer que les stratégies d’immunosuppression devront, a l'avenir, cibler plus
particulierement les composants lymphocytaires au niveau du greffon. Une perspective
envisageable est la manipulation des composants cellulaires des xénogreffes porcines pour
accroitre leur potentiel immunosuppresseur. Une voie de blocage spécifique de I'activation des LT
est celle des molécules de costimulation. L‘interaction CD28/B7 est particulierement intéressante
car elle est la voie de costimulation majeure de I'activation des cellules T CD4", et son inhibition
provoque leur anergie (Tan et al., 1993). Un tel blocage peut-étre effectué grace a la molécule
chimérique soluble CTLA4-Ig. La partie CTLA4, en se liant au récepteur B7 des APC, empéche
toute interaction entre ce récepteur et la molécule CD28 exprimée par les LT. La partie Ig stabilise
la protéine chimérique. On sait que 'administration systémique de cette molécule favorise la survie
de xénogreffes d'llots pancréatiques (Lehnert et al., 2001) ou d’'une xénogreffe neuronale (Larsson
et al., 2002).

Cependant, la production de la molécule CTLA4-Ig dans le tissu qui fait 'objet d’'un processus de
rejet parait plus efficace qu'une application systémique. C’est le cas d’allogreffes cardiaques, mais
aussi de 'EAE. Dans l'un et 'autre cas, 'emploi de vecteurs adénoviraux produisant la molécule
chimérique a une action immunosuppressive s’ils sont injectés dans le coeur ou dans le cerveau,
respectivement, plutét que dans la circulation ou un tissu non relevant (Croxford et al., 1998 ;
Guillot et al., 2000 ; Li et al., 2001).

Dans des expériences préliminaires de notre équipe (C. Martin et D. Laplaud, résultats non
publiés), nous avons cherché a modifier génétiquement des cellules avant greffe dans le cerveau,
a laide de vecteurs adénoviraux codants pour la molécule CTLA4-lg. Nous n’avons
malheureusement pas obtenu de résultats probants, peut-étre a cause du caractére immunogéne
propre de I'adénovirus. Pour s’affranchir de cette complication et des difficultés de transfection des
neurones, une nouvelle stratégie est en cours de développement. Elle consiste a générer des
porcs transgéniques exprimant la molécule de fusion CTLA4-Ig sous le contréle du promoteur de
'énolase neurone spécifique. Les résultats actuels sont encourageants puisqu’il semble que le
transgéne puisse s’exprimer dans le cerveau foetal dés I'dge de 28 jour, et l'intérét de cette

approche sera connue dans les mois a venir.
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* Les nouvelles sources cellulaires :

De nouvelles possibilités d'apport de cellules productrices de dopamine sont en plein
développement, comme le recours aux cellules souches, éventuellement génétiquement
modifiées. En effet, la culture de cellules souches neurales humaines est possible a partir de
cerveau feoetal ou de certaines aires du cerveau adulte. Elles proliférent in vitro en présence de
FGF-2 ou d’'EGF (pour revue : Taupin et Gage, 2002 ; Isacson et al., 2001). De ce fait, ces sources
cellulaires paraissent disponibles en quantités importantes. Cependant, elles restent des cellules
immatures, dont le processus de différenciation en cellules dopaminergiques reste encore
difficilement maitrisable. De nombreuses études sont actuellement en cours pour induire le
phénotype dopaminergique, par ajout de différentes cytokines, par modification de la pression
partielle d’'oxygene ou par modification génétique par apport de génes régulateurs tels que nurr1
(Potter et al., 1999, Van der Kooy et Weiss, 2000 ; Studer et al., 2000). Des études récentes
montrent qu’une fraction plus ou moins importante de cellules peuvent se différencier en neurones
fonctionnels aprés implantation dans le cerveau de rats hémiparkinsoniens (Bjorklund et al., 2002 ;
Kim et al., 2002). Cependant l'utilisation de ces cellules est a double tranchant : le fait de pouvoir
disposer de quantités illimitées de cellules implique qu’elles ont un potentiel tumorigéne non
négligeable. Les multiples propriétés des cellules souches restent encore a contréler avant leurs

applications en clinique.

* Mieux comprendre les réactions inflammatoire dans le SNC.

La microglie est la clé des interactions immunologiques. Ces cellules encore mal connues,
exercent un réle essentiel dans le maintien de I'homéostasie du cerveau. Leurs propriétés
complexes, que nous avons brievement examinées dans I'Introduction de ce travail, font que ces
cellules, quiescentes dans un cerveau sain, sont capables de difféerents degrés d’activation, leur
permettant d’exercer leurs actions neuroprotectrices face a des agressions directes. Leur

interaction avec les LT reste trés mal connue, puisque des résultats apparemment contradictoires
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les présentent tantét comme éléments atténuateurs, tantd6t comme des APC capables d’activation
secondaire des LT, sinon méme primaire. Quels sont les événements qui dirige la microglie vers
une réponse neuroprotectrice ou inflammatoire ? Quel phénoméne détermine une réaction
immune innée ou spécifique ? Dans l'espoir de mieux comprendre les mécanismes qui
potentialisent préférentiellement une réponse spécifique vis a vis d’une réponse innée et/ou
neuroprotectrice, une grande attention doit étre portée aux mécanismes d’activation microgliale et
aux mécanismes de présentation antigénique qui peuvent en découler. Parmi les principaux
sighaux microgliaux activés lors de l'inflammation, se trouvent le récepteur TREM-2 dont le degré
d’expression pourrait jouer un réle dans l'orientation de la réponse immune (Schmidt et al., 2002).
Cette hypothése constituera la base de mon stage post-doctoral chez le Dr M.J. Carson (Scripps
Research Institute, La Jolla, CA, USA). Une meilleure compréhension de la physiologie de ces
cellules permettra probablement de définir de nouvelles stratégies d’immunosuppression

utilisables en xénotransplantation dans le SNC.
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A recombinant adeno-associated virus (rAAV) was used to investigate the impact of an
ectopic expression of the NGF high affinity receptor in adult neurons. The rat TrkA cDNA
cloned in a pCMX vector was firstly tagged with a human c-Myc sequence. The resulting
vector was shown to encode a functional receptor which promoted the expression of TrkA
immunoreactivity upon transfection of 293 fibroblasts or nnr5 cells, a TrkA-defective variant
of PC12 cells. These cells also accumulate TrkA transcripts upon transfection, and
extended neurites in the presence of NGF. Therefore, the TrkA.,,. cassette was inserted into
the pSSV9 plasmid. The new vectors shared properties similar to pCMX TrkApy. in 293 and
nnr5 cells, and enabled the preparation of rAAV TrkAn,. viruses. Unilateral injection of this
rAAV into the substantia nigra (SN) resulted in a protracted expression of TrkA (or c-Myc)
immunoreactivity in numerous cell bodies, including tyrosine-hydroxylase (TH)-positive
dopaminergic neurons. The presence of TrkA receptors in corresponding striatal
dopaminergic endings was demonstrated by the advent of a striato-nigral retrograde axonal
transport of ['*I]-NGF. Likewise, ectopic expression of TrkA in neurons of the
parafascicular thalamic nucleus promoted a striatofuge transport of NGF towards this
structure. To investigate whether ectopic expression of TrkA in SN neurons may confer
neuroprotection, lesions were induced by 6-hydroxydopamine in striata located ipsilateral
to the virus injection site. NGF or vehicle were next delivered dorsally to the virus-treated
SN for 2 weeks, before sacrifice and processing of brains for TH-immunohistochemistry.
NGF treatment, in contrast to treatment with vehicle, significantly enhanced the number of
dopaminergic neurons counted in the lesioned SN. These data suggest that ectopic TrkA
can mediate the trophic actions of NGF and influence neuronal plasticity in vivo.

Key words: Alzheimer’s disease; Parkinson’s disease; nerve growth factor; gene therapy;

neurotrophin; neurotrophic factor; cell death.
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INTRODUCTION

Nerve growth factor (NGF) is a neurotrophic factor belonging to the neurotrophin family. In the
central nervous system (CNS), NGF exerts trophic effects on the cholinergic neurons of the basal
forebrain and striatum (42, 68), as well as acting on some non-cholinergic neuronal populations
located in more caudal positions (20). As a mirror image, target areas of NGF-responsive neurons
are the major sources of NGF in the brain. This is the case for the hippocampus and cortex, and to
a lesser extent, the striatum, which provides NGF to cholinergic neurons in the forebrain (4, 29, 49,
58). Astrocytes constitute another source of NGF, which is less influenced by regional clues (22,
60). The neurotrophic effects of NGF are mediated by a high affinity receptor, a trans-membrane
tyrosine-kinase referred to as TrkA (24, 26, 40), which is expressed by the NGF-responsive
neurons of the CNS (20, 21). Although NGF may also interact with a low-affinity co-receptor,
p75N™R ligation of TrkA is sufficient in driving complex downstream phosphorylation cascades
which mediate its major trophic actions (Reviewed in 10, 25). Moreover, TrkA is associated with
cytoskeletal components (33, 71), and in the brain, is subjected to retrograde axonal transport,
irrespective of the presence of the low-affinity co-receptor (11, 13, 20, 57, 66). However, in the
adult brain, endogenous production of NGF may be insufficient in ensuring the survival of NGF-
responsive neurons following exposure to drastic traumatic conditions. In contrast, survival may be
obtained by increasing the local availability of NGF. Such rescue experiments were initially based
on a direct intracerebral infusion of NGF (3, 18, 62), or implantation of biodegradable NGF-loaded
microspheres (41). Other strategies have involved the transplantation of cells or injection of viral
vectors that had been genetically modified to produce NGF (37, 51, 62). Similarly, vector-derived
production of a factor such as glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) has been reported
to protect injured dopaminergic mesencephalic heurons (reviewed in 7).

The potential benefit of a reciprocal strategy, based on an ectopic expression of TrkA, has been
much less documented. Expression of TrkA in neurons which naturally fail to synthesize this high
affinity receptor should confer a certain degree of responsiveness to NGF. This assumption is

supported by in vitro studies involving cultures of peripheral embryonic neurons, or
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pheochromocytoma PC12 variant cells lacking TrkA. In both cases, ectopic expression of TrkA
enhanced and/or triggered NGF-dependent biological effects (1, 2, 32).

In the present study, we investigated the possibility of genetically modifying adult brain neurons in
vivo, in order to trigger a sustained synthesis of TrkA in cells which do not normally express this
receptor. For this purpose, we made use of a recombinant adeno-associated virus (rAAV), since
this type of vector is known to efficiently transduce certain CNS neurons, without inducing any
significant inflammatory reaction within the host brain (31, 36). Thus, a rAAV was constructed, in
which the rat TrkA cDNA was placed under the control of a CMV early promoter. The ability of this
recombinant vector to drive a protracted production of TrkA was investigated using substantia nigra
(SN) dopaminergic neurons as target cells. These neurons play a pivotal role in the control of
movement and the pathophysiology of Parkinson’s disease (19, 59). They project their axons into
the striatum, and they constitute a typical population which fails both to express TrkA and to
respond to NGF (20, 23, 28, 56). The data presented here indicate that the rAAV is able to drive a
prolonged expression of TrkA in SN dopaminergic neurons. This ectopic expression triggers
retrograde axonal transport of NGF from striatal terminals and confers a neuroprotection of

lesioned dopaminergic neurons upon delivery of exogenous NGF.

MATERIALS AND METHODS

Plasmid construction and AAV TrkA,. production. Rat TrkA cDNA was subcloned into the plasmid
vector pCMX as described previously (39). For the addition of a tag, a sequence encoding an
antigenic peptide fragment of the human Myc protein (EQKLISEEDL) as well as a GP stretch to
help the tag hang away from the receptor, was subcloned between the signal peptide and the
mature end of rat TrkA between amino-acids Ala [34] and Ser [35]. This was achieved by overlap
Polymerase Chain Reaction (PCR) mutagenesis using wild type TrkA primers as the outside
anchors. The final PCR product (approx. 620 bp) was cloned into the TrkA Apa1 and Pwvull sites.

The inserted PCR fragment contained an internal and unique EcoRV site which was used to
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confirm the presence of the tag on the receptors. The identity of the PCR generated TrkA construct
was confirmed by DNA sequencing.

The resulting TrkAmy: cDNA was then subcloned from pCMX TrkAmy into the unique Xho1 site in
pSSV9 (14) to produce pSSV9 TrkAm,.. Plasmids were propagated in SURE 2 supercompetent
cells (Stratagene, La Jolla, CA), then extracted and purified using the Endofree Plasmid Maxi Kit
(Qiagen, USA). Some control experiments involved pSSV9 LacZ which drives the expression of E.

Coli B-galactosidase (14, 53).

AAV production. Type Il rAAV was produced by the Gene Vector Production Network (GVPN,
University Hospital of Nantes, France) using the procedure described in detail by Salvetti et al.
(563). Briefly rAAV TrkAmyc was produced by transfection of 293 cells with pSSV9 TrkAn,. and a
plasmid vector pDG containing the rep and cap genes (17). Cells were infected 6 h after
transfection with a wild type adenovirus. After 48 h, cells were harvested and lysed. The rAAV was
purified on an iodixarol gradient, through a heparin column and then was dialyzed as described by
Zolotukhin et al. (72). Two different methods were used to measure the rAAV titer. Dot blot
analysis, which is based on the quantification of viral DNA, gave a range of 10" to 10"
particles/ml. Modified Replicant Center Assay (RCA) gave a value of 10"° to 10" infectious
particles/ml, depending on the preparation. A stock of rAAV LacZ control virus was prepared from

plasmid pSSV9 LacZ under conditions similar to those described above (kind gift of Dr A. Salvetti).

Cell culture and transfection. Rat pheochromocytoma PC12 and nnr5 cells (a gift from Dr M.
Magazin, SANOFI, Labége, France) were cultured as described by Loeb et al. (32) in culture
dishes coated with rat tail collagen (Jacques Boy, Lyon, France) or 50 mg/ml poly-L-lysine (from
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). Human kidney E293 cells were maintained in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma) supplemented with 10% fetal calf serum
(FCS; Sigma-Aldrich). Plasmid transfection was achieved with the non-liposomal formulation,
FuGene 6 Transfection Reagent (Boehringer-Mannheim, Germany) using 2ug of plasmid for 80%

cell confluence in 35mm tissue culture dishes in the presence of FCS. Human recombinant BNGF
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(Sigma-Aldrich) was used at a final concentration of 50 ng/ml to assess the function of the TrkAmy.
protein. nnr5 cells were considered as positive when neuritic length exceeded twice the cell

diameter (32).

Immunocytochemistry. After 24 or 48 h, transfected E293 and nnr5 cells were fixed with 4%
paraformaldehyde for 20 min, treated for 5 min with 0.3% H,O, in phosphate-buffered saline, and
then with normal goat serum. Cells were exposed overnight at 4°C to rabbit polyclonal anti-TrkA
antibody (1:5000; kindly provided by Dr L. Reichardt, Howard Hughes Medical Institute, San
Francisco, CA) or mouse anti-c-Myc 9E10 antibody (1:500; Biomol, Plymouth Meeting, PA, USA).
Cells were subsequently incubated for 1 h with a biotinylated anti-rabbit or ant-mouse antibody
(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) and then treated with the ABC kit Vectastain
(Vector, Burlingame, CA), using diaminobenzidine or very intense purple, and counter-stained with
hematoxylin/lithium carbonate. RNase protection assays. RNase protection assays for the
detection of TrkA RNA were performed as previously described (46). Briefly, 15ug of RNA isolated
from cell cultures by the lithium chloride-urea procedure, were hybridized with cRNA probes
labeled with [P°P]JCTP (Amersham-Pharmacia-Biotech, Saclay, France) using the RPAIl Kit
(Ambion, Austin, TX). PC12 and nnr5 cells served as positive and negative controls, respectively.
The rat TrkA antisense cRNA probe was prepared as previously described. In order to control and
standardize RNA loading, an antisense probe detecting glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) transcripts was added to each sample. Protected cRNA fragments were
separated on 4% polyacrylamide gels under denaturing conditions. Gels were fixed, dried and
exposed to a Molecular Dynamics (Palo Alto, CA) Phospho Imager Screen. Gels were exposed for
1 day or 6 h (for cells transfected with the TrkA-expressing vector) to X-ray films at -70°C with

intensifying screens.

Animals and unilateral stereotaxic injection of AAV TrkAmye. All procedures involving animals
were in compliance with our Institutional guidelines. Adult female outbred Sprague-Dawley rats

(Laboratoires Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France) were weighed (280-300g) and anesthetized
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with 0.3 ml of a mixture of 2% Rompun and 50 mg/ml Ketamine administered intraperitoneally. The
injection coordinates for the right SN pars compacta were: bregma -5.3 mm antero-posterior (AP), -
2.4 mm medial-lateral (ML), -7.5 mm dorsal-ventral (DV); incisor bar at -3.3 mm. Viral stocks
(1,5.10" pi/ml) were injected with a 10ul Hamilton syringe mounted on a automated microinjector
(Phymep, Paris, France). The pump delivered 5ul over a 5 min period, and the needle remained in

place for 5 additional min. A similar procedure was used for the rAAV LacZ control virus.

Immunohistochemistry and confocal image analysis. Anesthetized animals were perfused
with 100 ml of 0.9% NaCl, followed by 300 ml of cold 4% paraformaldehyde in 100mM phosphate
buffer, pH 7.4. Brains were removed and cryoprotected in two successive solutions of 15% and
30% sucrose/phosphate-buffered saline at 4°C, and stored at -80°C. Free floating coronal sections
(40um) of midbrain were exposed for 24 h at 4°C to several antibodies: rabbit anti-TrkA antibody
(1:5000), mouse anti-c-Myc 9E10 antibody (1:500) and rabbit anti-TH antibody (1:500; Pel Freez,
Rogers, AR, USA). Sections were incubated for 1 h with an appropriate secondary biotinylated
antibody, and revealed with the ABC kit and diaminobenzidine, as described above. Controls
included sections where the primary antibody was omitted. The possible induction of the low
affinity neurotrophin receptor p75"™" in response to rAAV TrkAmyc administration was monitored by
immunohistochemistry using the MC192 monoclonal antibody (Boehringer-Mannheim). When the
rAAV LacZ control virus was used, expression of B-galactosidase was detected with an antibody
from ICN Pharmaceuticals (Orsay, France). To further unravel the identity of TrkA-positive cell
bodies observed following injection of the rAAV TrkAn,. virus, selected sections were double-
labeled using a sheep FITC-conjugated anti-TH antibody (Jackson ImmunoResearch, PA) and a
biotinylated anti-rabbit antibody, visualized using a streptavidin-TexasRed complex. Slides were

analyzed with a Leica confocal microscope using TCS NT software.

Retrograde transport of [*°[]-NGF. ~ The rAAV TrkA.,. was administered to the right SN (n=2) or
parafascicular thalamic nucleus (n=1). Animals were anesthetized after 24 weeks, and 5ul (1uCi)

of ["**I]-NGF (specific activity : 1366Ci /mmol ; Amersham-Pharmacia-Biotech) were injected at two
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different sites in each striatum. This corresponded to an input of 20 ng of NGF per striatum.

Stereotaxic coordinates were : bregma +1.0 mm AP, 2.8 mm ML, -5.2 mm DV, and +0.5 mm AP,
2.5 mm ML, -5.2 mm DV, incisor bar at —3.3 mm, with a Hamilton syringe, at 1ul/min. Animals

were anesthetized and perfused 20 h later and their brains cryoprotected as described above. For
autoradiography, frontal cryostat sections (30um) performed at the level of the midbrain were
mounted onto gelatin-treated slides and were firstly placed in contact with Kodak films (Paris,
France) for 2 months. After development, which revealed the presence of radiolabeled material on
at least 24 successive sections (740 um) or more, part of the slides were dehydrated in successive
baths of alcohol, and dipped in Kodak emulsion NTB-2. Development was performed 4 months
later, and preparations were counterstained with cresyl-violet. Other slides were used to monitor
the presence of TrkA immunoreactivity. However, TrkA-immunohistochemistry turned out to be
negative, even in brain areas such as the septum which naturally contains neurons expressing the
NGF receptor. This was probably due to damage of the tissue sections as a result of their two
month storage period at room temperature for autoradiography. Eventually, immunoreactivity was

recovered by first treating the sections for 40 min at 95°C in 10uM citrate buffer, pH 6.0, before

they were processed as described above.

Assessment of neuroprotection. Eight weeks following unilateral injection of rAAV in the right
SN, performed as described above, 7 animals received two ipsilateral intrastriatal injections (55) of
5 ul of 6-hydroxydopamine (6-OHDA,; free base from Sigma-Aldrich) at 2 mg/ml, dissolved in 1
mg/ml ascorbic acid-0.9 % NaCl, pH 4.3. The coordinates were: bregma + 0.5 mm AP, -2.5 mm
ML, -5.0 mm DV; and -0.5 mm AP, -4.2 mm ML, -5.0 mm DV, incisor bar at 0. Four days later, a
stainless steel cannula was sealed to the skull of each animal, with its tip at the level of the dorsal
side of the ipsilateral SN (-5.3 mm AP, -2.4 mm ML, -7.0 mm DV, incisor bar at -3.3 mm). The
cannula were connected to Alzet 2002 mini osmotic pumps (Alza Corp, Palo-Alto, CA, USA), and 4

animals (group a) received a continuous delivery of 0.7 pg/day of human recombinant NGF

(Sigma-Aldrich) in 124 mM NaCl, 24 mM NaHCO;, 2.4 mM KCI, 0.5 mM KH,PQO,4, 1.4 mM CaCl,, 2
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mM MgCl,, 0.5 mM Na,SO, and 6 mM glucose at pH 7.4 (65). The flow rate was 0.5 pl/h for 14

days. The second group of three animals (group b) received pumps delivering vehicle alone. Three
more animals were included in the study, as an additional control group. Unlike the 2 former
groups, these animals had no prior administration of rAAV, but they were lesioned with 6-OHDA
and received pumps delivering NGF (n=2) or vehicle (n=1). The results obtained under both
conditions were so similar that the three animals were pooled and will be referred to as group c. All
animals were sacrificed at the end of the treatment. After perfusion, brains were processed for TH-
immunohistochemistry as described above. Free floating coronal sections (40 um) were prepared
and those showing the medial terminal nucleus of the optic track served as references, and were
assumed to correspond to (or to be closed to) position AP -5.3 mm to bregma, according to the
atlas of Paxinos and Watson (48, 55). TH-immunoreactive neurons were counted in this, and as
well as neighboring sections at 240 um intervals, thus allocated to coordinates AP -4.82, -5.06, -
5.30, -5.54 mm to bregma. These calculated values were used by convenience, knowing that
actual positions are probably less accurate. Sections stained for TH-immunoreactivity were viewed
on a computer screen and contralateral, untreated SN were delineated to exclude the ventral
tegmental area (16). The same area of interest was delineated on the lesioned side. For each
rostrocaudal position, the mean percentage of TH-positive cell bodies remaining in the lesioned SN
was established, ascribing a value of 100% to the counts found in the non-lesioned contralateral
side. The mean percentages are presented +/- SEM. To obtain an overview of the data, the
average of the values found in the 4 successive sections of each experimental group was

calculated. The differences were analyzed using one-factor analysis of variance (ANOVA).

RESULTS

Expression of TrkAmy. in cell cultures. The rat TrkA cDNA cloned into plasmid pCMX was
tagged with a human c-Myc sequence, and the resulting pCMX TrkAny. plasmid was used to
transfect human kidney E293 cells. Staining 24h later with an anti-TrkA antibody showed that
about 15-20 % of the cells expressed TrkA-immunoreactivity (Fig. 1A and B). A similar pattern was

observed with an anti-c-Myc antibody (not shown). In order to test the functionality of the tagged
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receptor, nnr5 variant cells of the PC12 strain were transfected with the same plasmid. In this case,
the fraction of TrkA-immunoreactive cells was much lower than in the case of E293 cells. However,
most TrkA-immunoreactive cells extended neurites when exposed for 48h to 50 ng/ml of NGF.
Furthermore, the fraction of neurite-bearing cells was significantly elevated compared to
untransfected cells, or cells transfected with a control plasmid (Fig.1C and D). An RNase protection
assay confirmed that transfection of nnr5 cells with the pCMX TrkAmy. plasmid restored a high
expression of TrkA mRNA in these cells (Fig. 2C). In view of these results, the TrkAny. cassette
was subcloned into the pSSV9 plasmid. Transfection of E293 cells with the resulting plasmid
pSSVIO TrkAn resulted in the appearance of TrkA immunoreactivity in approximately 15% of the
cells, as in the case of the pCMX TrkAmyc plasmid. Likewise, TrkA-positive nnr5 cells responded to

NGF by an outgrowth of neurites (Fig. 1A and C).

Long-lasting expression of TrkA in neurons. The rAAV TrkAm, was prepared from the
pSSVIO TrkAmy plasmid, and injected into the right SN. Animals were sacrificed after 6, 11, 20 and
24 weeks, and their brains processed for immunohistochemistry. TrkA-immunoreactive cell bodies
were observed at all time-points, around the virus injection site. In the example presented in Fig. 3,
the brain was analyzed 6 weeks after unilateral viral administration. TH staining did not reveal any
obvious anatomical differences between the contralateral (Fig. 3A) and ipsilateral sides (Fig. 3B).
TrkA-immunoreactive somata were found at the level of TH-positive neurons (Fig. 3B and D) in the
ipsilateral side only (Fig. 3A and C). The anti-c-Myc antibody gave a similar staining pattern (Fig.

3E and F). Immunohistochemistry performed with an anti-p75"™"

antibody remained negative,
irrespective of a prior administration of the rAAV TrkAm, to the SN (data not shown). To further
characterize the specificity of the TrkA-expressing rAAV, controls were performed with a rAAV
LacZ vector. The virus was injected into the right SN, under conditions similar to those described
for the rAAV TrkAm,c. After 8 weeks, the rAAV LacZ led to the expression of 3-galactosidase in cell
bodies located around the injection site, as detected by immunohistochemistry. In contrast, it failed

to induce any TrkA-immunoreactivity (data not shown).

Co-localization of TrkA and TH-immunoreactivity by confocal microscopy confirmed that
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dopaminergic neurons permitted a long-term expression of the TrkA transgene (Fig.4). Many
immunoreactive neurites were observed, around cell bodies located in the pars compacta. In
contrast, analyses performed on the striatum were not conclusive, because unlike the substantia
nigra, this structure contains TrkA-immunoreactive interneurons. No significant differences in the
staining intensity between either the ipsilateral or contralateral sides could be distinguished. In
parasagittal sections, the anti-TrkA antibody revealed scarce ascending axons between the
substantia nigra and the striatum (not shown), possibly corresponding to projections of
dopaminergic neurons. However, this result was not supported by staining performed with the anti-
c-Myc antibody, possibly because of a high background staining. Likewise, no differences could be
detected between either the ipsilateral or the contralateral sides of the striatum, when analyzed on

frontal sections with the same antibody.

Striatofuge transport of NGF.  Retrograde axonal transport was used to determine whether
ectopically expressed TrkA was positioned along the striatal axonal endings of dopaminergic
neurons. Two animals whose substantia nigra was exposed 24 weeks earlier to a unilateral
stereotaxic administration of the rAAV TrkAn,. virus received two bilateral, intrastriatal injections of
['*°1]-NGF. Brains were collected 20h later and frontal sections, performed at the level of the
midbrain, were subjected to autoradiography. Labeled neuronal cell bodies were detected in the
virus-treated substantia nigra (Fig. 5B and E), whereas the contralateral side was negative (Fig.
5A). Control experiments performed by immunohistochemistry on adjacent sections confirmed the
existence of TrkA-immunoreactivity at the level of radiolabeled cell bodies (not shown). One animal
displayed radioactive somata scattered in the parafascicular thalamic nucleus. It was verified that
in this animal, TrkA-immunoreactive cells were present in this structure, ipsilaterally to the virus

injection site (Fig. 5C, D and F).

Neuroprotection of SN dopaminergic neurons. The rAAV TrkAmy. vector was injected into the
right SN and 8 weeks later, the dopaminergic system was lesioned by two intrastriatal injections of

6-OHDA. Four days later, NGF (n=4; group a) or vehicle (n=3; group b) was delivered dorsal to the
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virus injection site for a period of 14 days. The third group (group c) included animals which were
not exposed to the rAAV, but which received the lesion and were treated for 14 days with either
NGF (n=2) or vehicle (n=1). These three animals were pooled, because the type of treatment had
no significant influence on the results. All brains were collected at the end of the treatments and
were processed for TH-immunohistochemistry. For each experimental group, percentages of TH-
immunoreactive neurons present ipsilateral to the lesion (% of contralateral) were established in 4
successive coronal sections, positioned as described in the Methods section. Scores found for a
similar rostrocaudal position were averaged and values +/- SEM are shown in Fig. 6A. The results
indicate that in comparison to the non-lesioned contralateral side, the intrastriatal lesion
consistently decreased the number of TH-positive neurons in the ipsilateral SN. The numbers of
dopaminergic cell bodies were minimal in the 3 animals of control group c (lesion plus supply of
either NGF or vehicle, without any prior rAAV administration), as well as in group b (SN exposed to
the virus and subsequently lesioned, with a supply of vehicle only). In striking contrast, TH-positive
somata were more numerous in group a (SN exposed to the vector and subsequently lesioned,
with a delivery of NGF). This was observed in 3 successive sections, which were the closest to the
tip of the device delivering the trophic factor (AP: -4.82, -5.06 and -5.30 mm to bregma). In order to
obtain an overview of these results, mean scores corresponding to the 4 sections were pooled and
the average calculated (Fig. 6B). One-factor analysis of variance (ANOVA) indicated a significant
neuroprotective effect of NGF treatment in brains that had been firstly exposed to the TrkA-

expressing vector (P<0.001, group a vs b; P<0.003, group a vs c).

DISCUSSION

Our results show that tropism of the type 2 AAV vector used in this study enables an efficient
transduction of SN dopaminergic neurons, in which the cytomegalovirus (CMV) promoter of the
construct remained functional for at least 24 weeks. Such a long-term neuronal expression
confirms data obtained with other recombinant AAV and is in contrast with the poor efficiency of

transduction of striatal rostral neurons (12, 27, 36, 63).
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While double labeling experiments unambiguously showed that TrkA immunoreactivity was present
in TH-positive somata and dendrites, axonal localization of the receptor could not be assessed
using immunohistochemical techniques alone, despite the Myc-tag. In contrast, mesencephalic
neurons exposed several weeks earlier to the rAAV were able to translocate NGF from the striatum
to cell bodies in the SN. As pointed out above, this process of retrograde axonal transport relies on
the expression of TrkA. In agreement with data of Schwab et al. (56), it was not observed in the
contralateral SN, which was not treated with the TrkA-expressing virus. These results indicate that
ectopically synthesized TrkAmy receptors are positioned along the striatal axonal efferences of the
nigral dopaminergic neurons and also support the concept that TrkAn,. molecules are functional, at
least with respect to their interaction with the anterograde and retrograde trafficking machineries. It
is worth noting that this transport was observed in the absence of any detectable expression of
p75N™ immunoreactivity in the SN, a fact which supports the possibility that the low affinity
neurotrophin receptor is not required for NGF axonal transport in certain CNS neurons (13, 20, 44,

66). This does not exclude that conditions leading to a co-expression of the p75"™"

receptor in DA
neurons might modify qualitative or quantitative parameters characterizing NGF axonal flux (30).
Mesencephalic dopaminergic neurons respond to other neurotrophins (23, 28), in particular, they
express TrkB (47) and promote retrograde axonal transport of its ligand, brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) (44). Therefore, it is possible that the transducing machinery of the TrkB receptor
may contribute to the promotion of retrograde axonal transport of NGF liganded to TrkA. The
ectopic expression of TrkA in the parafascicular thalamic nucleus also resulted in the retrograde
axonal transport of radiolabeled NGF injected into the striatum whereas no such transport was
seen in the contralateral side. This result is explained by the existence of a projection of
parafascicular neurons towards the striatum, which has been described using other techniques of
axonal retrograde tracing (5, 6). Neurons present in the same structure were reported to transport
BDNF but not NGF in a retrograde manner, as do SN dopaminergic neurons (43, 44). Hence, data

do not make it possible to determine whether an ectopic expression of TrkA can promote a

retrograde transport of NGF in neurons that are lacking any other Trk-related receptor and its
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corresponding transducing apparatus. The TrkA-expressing rAAV vector may serve to unravel this
question.

A hallmark of NGF and other neurotrophins is the promotion of neuronal survival. In the case of
NGF, the signaling role of retrograde axonal transport remains a matter of controversy (34, 50, 64,
67). The Trk receptor family transduces signals via several intracellular pathways (10, 25) which
are redundant to some extent (61). However, responses may differ, according to the cell type or
development stage. Furthermore, several arguments indicate that these receptors are not
equivalent (9, 38, 70) and that under certain conditions, NGF is more effective than other
neurotrophins in promoting neuronal survival (15, 39). In order to investigate whether ectopically
expressed TrkA could exert a positive action on the survival of SN dopaminergic neurons, we used
the model described by Sauer and Ortel (55) of intrastriatal insult with 6-OHDA. This lesion is
followed by a striatofuge, progressive degeneration of SN dopaminergic neurons. We verified that
the infusion of NGF alone to the injured SN had no effect on the number of residual dopaminergic
neurons. This is in agreement with previous work demonstrating the lack of trophic action of NGF
on SN dopaminergic neurons (23, 28, 56). Likewise, the expression of ectopic TrkA alone in SN
neurons was insufficient to promote dopaminergic cell survival (or in slowing down the cell death
process), since the number of dopaminergic neurons remaining in the lesioned SN was not
influenced by a previous administration of rAAV TrkAme This suggests that endogenous
production of NGF (3, 29) is not sufficient to protect TrkA-expressing SN dopaminergic neurons. In
contrast, exogenous supplementation of NGF significantly enhanced the number of TH-
immunoreactive neurons in SN that were initially exposed to the TrkA-expressing vector. Vehicle
delivery was inefficient under the same experimental conditions. It seems, therefore, that NGF
transduces a survival signal in adult dopaminergic SN neurons via ectopic TrkA. As stated above,
this effect took place in the absence of any observable expression of the low affinity p75" .
However, further studies will be required to determine to what extent this survival effect mobilizes
tranducing elements of TrkB or other related neurotrophin receptors.

Taken together, our data indicate that transduction of TrkA by a viral vector provides a convenient

way to modify the plasticity of adult CNS neurons in vivo. This could have interesting applications
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in repair strategies, for instance in conjunction with agonists of TrkA (35) or compounds able to
enhance NGF synthesis in the brain or spinal cord (54, 69). Moreover, several reports have shown
that in Alzheimer disease, loss of cholinergic neurons of the basal forebrain nuclei is preceded by a
decreased expression of the TrkA receptor (8, 45, 52). Recombinant vectors driving the ectopic
expression of this receptor might provide new strategies to maintain or restore the responsiveness

of these neurons to NGF, and could contribute to enhancing the therapeutic potential of this factor.
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Figure legends

FIG. 1. Expression of TrkA in E293 and nnr5 cells.

A. E293 cells were transfected with plasmids pSSV9 LacZ (—), pCMX TrkAmy. (solid bars), pSSV9
TrkAm,c (grey bars). The histogram summarizes the percentage of TrkA-immunoreactive cells after
24 h, +/- standard deviation. Cells exposed to the non-relevant plasmid pSSV9 remained negative
whilst about 15-20 % of cells transfected with either of the TrkA-expressing plasmids displayed
TrkA-immunoreactivity.

B. E293 fibroblasts 24h after transfection with the pCMX TrkAn,. plasmid. TrkA-immunoreactive
cells are depicted in dark blue (arrows) and are scattered among a majority of negative cells,
visualized by a counter-staining with hematoxylin (light blue) (X200).

C. Neurite extension by nnr5 cells. Cells were either untreated (hatched bar), or were transfected
with plasmids pSSV9 LacZ (open bar), pCMX TrkAmy (solid bar), or pSSV9 TrkAm, (grey bar).
Cells were incubated with 50 ng/ml NGF for 48h. Transfection with TrkAn,. expression vectors
significantly increased the fraction of neurite-bearing cells. Data are presented as percentage +/-
standard deviation (*, pPCMX TrkAmy. vs pSSV9 LacZ: P<0.005; **, pSSV9 TrkAm,. vs pSSV9 LacZ:
P<0.0005; Student’s t test).

D. TrkA-immunoreactive nnr5 cells form neurites in the presence of NGF. nnr5 cells transfected
with pCMX TrkAny. were exposed for 48h to 50 ng/ml NGF and were subsequently processed for
TrkA immunocytochemistry. Immunoreactive neurite bearing cells are found among a majority of

round, TrkA-negative cells (arrows) (X 300).

FIG.2. RNase protection assays of trkA transcripts (higher panels) and GAPDH transcripts
(lower panels). A, detection of trkA and GAPDH transcripts in: PC12 cells; B, in nnr5 cells; C, in
nnr5 cells transfected with pCMX TrkAm, and D, with an irrelevant plasmid, pSSV9 LacZ

(exposition time was 24 h, and 6 h for trkA transcripts in B).
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FIG. 3. Detection of TrkA- or c-Myc immunoreactivity 6 weeks following unilateral stereotaxic
injection of rAAV TrkAmyc. The virus was administered to the right SN. A and B, TH- staining
identifies dopaminergic neurons in the SN located both contralateral (A) and ipsilateral (B) to the
injection site. C and D, TrkA-immunohistochemistry evidences cell bodies ipsilaterally (D), but not
contralaterally (C) to the virus injection site. E and F, c-Myc-immunohistochemistry, which stains
cell bodies in the ipsilateral SN only (F), and is absent in the contralateral side (E), as in the case

of TrkA-expressing cells. Scale bar: 100 um.

FIG. 4. Expression of TrkA in TH-positive neurons. Confocal microscopic observation of a SN 6
weeks after injection of rAAV TrkAmyc. The anti-TH antibody was labeled with FITC (green) and
the anti-TrkA antibody with Texas Red. Superposition of both images shows that most TH-positive

neurons present in the field express TrkA-immunoreactivity, as shown by their yellow color.

FIG.5.  Striatofuge transport of ['®I] NGF. Animals received a unilateral injection of AAV
TrkAmyc. After 24 weeks, a bilateral injection of radiolabeled NGF was performed in both striata.
After 20 h, animals were sacrificed and midbrain slices subjected to autoradiography, as described
in the Methods section. After development, preperations were counter-stained with cresyl-violet.
No radiolabeled cells could be detected in the SN located contralaterally to the virus injection site
(A). In contrast, labeled cells were present in the ipsilateral SN (B and E). In one animal, labeled
somata were found in the parafascicular thalamic nucleus located in the virus-treated hemisphere
(C). This coincided with the presence of TrkA-immunoreactivity in the same structure (D). Such

immunoreactive cell bodies are lacking in the contralateral side (F). Scale bars: A, B, D: 110um; C:

Tmm; E: 20 pm.

Fig. 6. Neuroprotection associated with rAAV TrkA,. administration.

A. The virus was administered to the right SN, in animals which were subjected 8 weeks later to

two ipsilateral, intrastriatal insults with 6-OHDA. This was followed by a 14 day supply of NGF
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(group a, * ; n = 4) or vehicle (group b, A ; n= 3), at the level of the virus injection site. Three other

animals did not receive any virus, but were subjected to the unilateral intrastriatal 6-OHDA lesions
and received NGF (n = 2) or vehicle (n = 1). These 3 additional control animals were pooled to
form one group (group ¢, [J). Brains were processed for TH-immunhistochemistry. Cell bodies
were counted in 4 successive sections, whose coordinates were assessed as described in the
Methods section. The graph depicts the average percentages of TH-immunoreactive somata
counted ipsilaterally in each section, and for each group (% of values found contralaterally) +/-

SEM.

B. Overview of results. Data presented in A, which corresponded to 4 successive midbrain
sections, were pooled and their average calculated. Survival in group a (solid bar) is significantly
higher than group b (grey bar) and c (open bar) (**, P<0.001, group a vs b; P<0.003, group a vs c;

ANOVA).
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Résumé :

La xénotransplantation de neurones feetaux porcins fournit une alternative thérapeutique aux
allotransplantations de neurones humains réalisées dans la maladie de Parkinson. Cependant son
application passe par la compréhension des mécanismes qui induisent le rejet de telles
xénogreffes. Nous avons développé un modéle de transplantation de neurones foetaux porcins
dans le striatum du rat, dans lequel une réaction de rejet soudaine se produit lors de la quatriéme
semaine, aprés une infiltration du greffon par des macrophages et des lymphocytes T (LT). La
technologie de PCR quantitative a permis de confirmer I'apparition rapide des LT au moment du
rejet, par la mesure de l'expression des transcrits des ARNm du récepteur T (TCR). Ceci
s’accompagne d’une accumulation concomitante des transcrits codants pour des cytokines pro-
inflammatoires (IFNy, IL-1, IL-2 et IL-6) ou des chimiokines (MCP-1 et RANTES) contrastant avec
la pauvreté des transcrits d’'IL-4 et d’IL-13. Ainsi, 'accumulation des LT infiltrants se fait dans un
contexte inflammatoire de type Th1. En outre, I'analyse des altérations des longueurs du CDR3
des génes VB du TCR a montré que les LT infiltrants paraissent avoir des spécificités antigéniques
variées. L’'analyse des altérations du répertoire T en périphérie démontre la participation des
ganglions cervicaux drainants dans le rejet tandis que les lymphocytes du sang et de la rate ne
paraissent pas impliqués.

MOTS-CLES :

Xénotransplantation, maladie de Parkinson, neurones, systéme nerveux central (SNC), rejet,
macrophages / microglie, lymphocytes T, cytokines, chimiokines, TCR, répertoire,
ganglions cervicaux profonds.

Abstract :

Xenotransplantation of porcine fcetal neurons provides a therapeutic alternative to the
allotransplantation of human feetal neurons for the treatment of Parkinson’s disease. However its
application necessitates by the comprehension of the mechanisms involved in xenografts rejection.
We have developed a model of transplantation of porcine feetal mesencephalic neurons into the rat
striatum. Using this model we observed a sudden rejection around the fourth week post-
transplantation which was preceded by an infiltration of the graft by macrophages and T cells. By
guantitative PCR we were able to confirm the rapid appearance of T cells at the time of the
rejection through the measurement of the accumulation of T cells receptor (TCR) mRNA. This
accumulation was accompanied by a concomitant accumulation of transcripts coding for pro-
inflammatory cytokines (IFNy, IL-1, IL-2 et IL-6) and chemokines (MCP-1 and RANTES) whereas
IL-4 and IL-13 transcripts were scarce. Thus, the T cells infiltration is actively promoted in a
proinflammatory context based on a TH1 polarization. Moreover, analysis of the CDR3 lengths
alteration of the TCR V[(3 genes showed that the infiltrating T cells appear to have varied antigenic
specificities. The analysis of the T cells repertoire in the periphery indicates the involvment of
draining deep cervical lymph nodes in the rejection process while the T cells of the bood and
spleen do not appear to be implicated.

KEY WORDS :

Xenotransplantation, Parkinson’s disease, neurons, central nervous system (CNS), rejection,
macrophages / microglia, T lymphocytes, cytokines, chemokines, TCR, repertoire, deep cervical
lymph nodes.
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	a.  Activation de la BHE, infiltration lymphocytaire et chimiokines
	La présentation antigénique est la capacité d’une cellule à ingérer une protéine étrangère, à la dégrader partiellement, à exporter ses peptides à la surface en association avec les molécules du CMH, et à engager des liaisons avec un lymphocyte.
	Si le TCR est responsable de la spécificité de reconnaissance de l’antigène, il est dépourvu de portion intracellulaire. Cependant, ce récepteur est associé à de nombreuses chaînes polypeptidiques (hétérodimères ((, ((, et homodimère ((), formant le complexe CD3, qui est nécessaire à la transduction des signaux qui conduisent à l’activation des LT (Kanellopoulos et al., 1983). L’ensemble des signaux induits par la stimulation du complexe CD3/TCR constitue le signal 1. Brièvement, ce signal induit la phosphorylation des motifs ITAM (Immunorecepetor Tyrosine-containing Activation Motifs) qui permettent à leur tour le recrutement de la tyrosine kinase ZAP-70 qui devient alors phosphorylée et active (Pour revue : Qian et Weiss, 1997). Il s’ensuit plusieurs cascades d’évenements biochimiques et en particulier une activation de la phospholipase C( qui entraine une augmentation du flux calcique intracytoplasmique et l’activation de protéines kinase C (PKC). Cette cascade de signalisation reste cependant insuffisante à elle seule pour induire l’activation des gènes spécifiques nécessaires à l’activation et la prolifération des LT. Un second signal est indispensable pour compléter l’activAtion et n’est permis que par l’interaction de nombreuses autres molécules entre la cellule présentatrice et le lymphocyte (Fig. 9).
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	Modèles de greffes appliquées à la maladie de Parkinson
	2.1  La maladie de Parkinson et ses principales thérapeutiques
	Partant du principe qu’un apport en dopamine dans le striatum devrait réduire ou supprimer des symptômes parkinsoniens, des autogreffes de cellules médullo-surrénaliennes ont été tentées chez l’animal dans les années 80 (Pour revue : Freed et al., 1990 ; Hansen et Gash, 1991). Cependant, chez l’homme, la survie de ces cellules dans le SNC était de courte durée ce qui interdisait toute intégration possible dans le réseau striatal (Barker et Dunnet, 1993). Le bénéfice de leur transplantation était faible, sinon nul, peut-être par manque de phénotype neuronal (pour revue : Björklund et Lindvall, 2000). Ce type d’intervention provoquait, en outre, une importante morbidité liée à la double intervention chirurgicale (abdominale, puis neurochirurgicale), et cette voie a été totalement abandonnée.
	L’utilisation de virus amenant la tyrosine hydroxylase, première enzyme de la synthèse des catécholamines, ou la transplantation de cellules programmées pour exprimer cette enzyme, sont restées essentiellement du domaine de l’expérimentation animale (Date et al., 2000), même si des essais cliniques se sont engagés au Japon (Date et Ohmoto, 1999 ; Tseng et Aebischer, 2000).
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	Matériels et Méthodes
	Melchior B., Nérrière-Daguin V., Brouard S., Degauque N., Guillet M., Soulillou J-P. and Brachet P. Manuscrit en préparation.
	Plasmid construction and AAV TrkAmyc production. Rat TrkA cDNA was subcloned into the plasmid vector pCMX as described previously (39). For the addition of a tag, a sequence encoding an antigenic peptide fragment of the human Myc protein (EQKLISEEDL) as well as a GP stretch to help the tag hang away from the receptor, was subcloned between the signal peptide and the mature end of rat TrkA between amino-acids Ala [34] and Ser [35]. This was achieved by overlap Polymerase Chain Reaction (PCR) mutagenesis using wild type TrkA primers as the outside anchors. The final PCR product (approx. 620 bp) was cloned into the TrkA Apa1 and PvuII sites. The inserted PCR fragment contained an internal and unique EcoRV site which was used to confirm the presence of the tag on the receptors. The identity of the PCR generated TrkA construct was confirmed by DNA sequencing.
	Animals and unilateral stereotaxic injection of AAV TrkAmyc. All procedures involving animals were in compliance with our Institutional guidelines. Adult female outbred Sprague-Dawley rats (Laboratoires Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France) were weighed (280-300g) and anesthetized with 0.3 ml of a mixture of 2% Rompun and 50 mg/ml Ketamine administered intraperitoneally. The injection coordinates for the right SN pars compacta were: bregma -5.3 mm antero-posterior (AP), -2.4 mm medial-lateral (ML), -7.5 mm dorsal-ventral (DV); incisor bar at -3.3 mm. Viral stocks (1,5.1010 pi/ml) were injected with a 10µl Hamilton syringe mounted on a automated microinjector (Phymep, Paris, France). The pump delivered 5µl over a 5 min period, and the needle remained in place for 5 additional min. A similar procedure was used for the rAAV LacZ control virus.
	Immunohistochemistry and confocal image analysis. Anesthetized animals were perfused with 100 ml of 0.9% NaCl, followed by 300 ml of cold 4% paraformaldehyde in 100mM phosphate buffer, pH 7.4. Brains were removed and cryoprotected in two successive  solutions of 15% and 30% sucrose/phosphate-buffered saline at 4°C, and stored at -80°C. Free floating coronal sections (40µm) of midbrain were exposed for 24 h at 4°C to several antibodies: rabbit anti-TrkA antibody (1:5000), mouse anti-c-Myc 9E10 antibody (1:500) and rabbit anti-TH antibody (1:500; Pel Freez, Rogers, AR, USA). Sections were incubated for 1 h with an appropriate secondary biotinylated antibody, and revealed  with the ABC kit and diaminobenzidine, as described above. Controls included sections where the primary antibody was omitted. The possible induction of the low affinity neurotrophin receptor p75NTR in response to rAAV TrkAmyc administration was monitored by immunohistochemistry using the MC192 monoclonal antibody (Boehringer-Mannheim). When the rAAV LacZ control virus was used, expression of β-galactosidase was detected with an antibody from ICN Pharmaceuticals (Orsay, France). To further unravel the identity of TrkA-positive cell bodies observed following injection of the rAAV TrkAmyc virus, selected sections were double-labeled using a sheep FITC-conjugated anti-TH antibody (Jackson ImmunoResearch, PA) and a biotinylated anti-rabbit antibody, visualized using a streptavidin-TexasRed complex. Slides were analyzed with a Leica confocal microscope using TCS NT software.
	Retrograde transport of [125I]-NGF.    The rAAV TrkAmyc was administered to the right SN (n=2) or parafascicular thalamic nucleus (n=1). Animals were anesthetized after 24 weeks, and 5µl (1µCi) of [125I]-NGF (specific activity : 1366Ci /mmol ; Amersham-Pharmacia-Biotech) were injected at two different sites in each striatum. This corresponded to an input of 20 ng of NGF per striatum. Stereotaxic coordinates were : bregma +1.0 mm AP, (2.8 mm ML, -5.2 mm DV; and +0.5 mm AP, (2.5 mm ML, -5.2 mm DV, incisor bar at –3.3 mm, with a Hamilton syringe, at 1µl/min. Animals were anesthetized and perfused 20 h later and their brains cryoprotected as described above. For autoradiography, frontal cryostat sections (30µm) performed at the level of the midbrain were mounted onto gelatin-treated slides and were firstly placed in contact with Kodak films (Paris, France) for 2 months. After development, which revealed the presence of radiolabeled material on at least 24 successive sections (740 μm) or more, part of the slides were dehydrated in successive baths of alcohol, and dipped in Kodak emulsion NTB-2. Development was performed 4 months later, and preparations were counterstained with cresyl-violet. Other slides were used to monitor the presence of TrkA immunoreactivity. However, TrkA-immunohistochemistry turned out to be negative, even in brain areas such as the septum which naturally contains neurons expressing the NGF receptor. This was probably due to damage of the tissue sections as a result of their two month storage period at room temperature for autoradiography. Eventually, immunoreactivity was recovered by first treating the sections for 40 min at 95°C in 10(M citrate buffer, pH 6.0, before they were processed as described above.
	RESULTS
	Expression of TrkAmyc in cell cultures. The rat TrkA cDNA cloned into plasmid pCMX was tagged with a human c-Myc sequence, and the resulting pCMX TrkAmyc plasmid was used to transfect human kidney E293 cells. Staining 24h later with an anti-TrkA antibody showed that about 15-20 % of the cells expressed TrkA-immunoreactivity (Fig. 1A and B). A similar pattern was observed with an anti-c-Myc antibody (not shown). In order to test the functionality of the tagged receptor, nnr5 variant cells of the PC12 strain were transfected with the same plasmid. In this case, the fraction of TrkA-immunoreactive cells was much lower than in the case of E293 cells. However, most TrkA-immunoreactive cells extended neurites when exposed for 48h to 50 ng/ml of NGF. Furthermore, the fraction of neurite-bearing cells was significantly elevated compared to untransfected cells, or cells transfected with a control plasmid (Fig.1C and D). An RNase protection assay confirmed that transfection of nnr5 cells with the pCMX TrkAmyc plasmid restored a high expression of TrkA mRNA in these cells (Fig. 2C). In view of these results, the TrkAmyc cassette was subcloned into the pSSV9 plasmid. Transfection of E293 cells with the resulting plasmid pSSV9 TrkAmyc resulted in the appearance of TrkA immunoreactivity in approximately 15% of the cells, as in the case of the pCMX TrkAmyc plasmid. Likewise, TrkA-positive nnr5 cells  responded to NGF by an outgrowth of neurites (Fig. 1A and C).
	Long-lasting expression of TrkA in neurons.  The rAAV TrkAmyc was prepared from the pSSV9 TrkAmyc plasmid, and injected into the right SN. Animals were sacrificed after 6, 11, 20 and 24 weeks, and their brains processed for immunohistochemistry. TrkA-immunoreactive cell bodies were observed at all time-points, around the virus injection site. In the example presented in Fig. 3, the brain was analyzed 6 weeks after unilateral viral administration. TH staining did not reveal any obvious anatomical differences between the contralateral (Fig. 3A) and ipsilateral sides (Fig. 3B). TrkA-immunoreactive somata were found at the level of TH-positive neurons (Fig. 3B and D) in the ipsilateral side only (Fig. 3A and C). The anti-c-Myc antibody gave a similar staining pattern (Fig. 3E and F). Immunohistochemistry performed with an anti-p75NTR antibody remained negative, irrespective of a prior administration of the rAAV TrkAmyc to the SN (data not shown). To further characterize the specificity of the TrkA-expressing rAAV, controls were performed with a rAAV LacZ vector. The virus was injected into the right SN, under conditions similar to those described for the rAAV TrkAmyc. After 8 weeks, the rAAV LacZ led to the expression of β-galactosidase in cell bodies located around the injection site, as detected by immunohistochemistry. In contrast, it failed to induce any TrkA-immunoreactivity (data not shown).
	Co-localization of TrkA and TH-immunoreactivity by confocal microscopy confirmed that dopaminergic neurons permitted a long-term expression of the TrkA transgene (Fig.4). Many immunoreactive neurites were observed, around cell bodies located in the pars compacta. In contrast, analyses performed on the striatum were not conclusive, because unlike the substantia nigra, this structure contains TrkA-immunoreactive interneurons. No significant differences in the staining intensity between either the ipsilateral or contralateral sides could be distinguished. In parasagittal sections, the anti-TrkA antibody revealed scarce ascending axons between the substantia nigra and the striatum (not shown), possibly corresponding to projections of dopaminergic neurons. However, this result was not supported by staining performed with the anti-c-Myc antibody, possibly because of a high background staining. Likewise, no differences could be detected between either the ipsilateral or the contralateral sides of the striatum, when analyzed on frontal sections with the same antibody.
	Striatofuge transport of NGF.   Retrograde axonal transport was used to determine whether ectopically expressed TrkA was positioned along the striatal axonal endings of dopaminergic neurons. Two animals whose substantia nigra was exposed 24 weeks earlier to a unilateral stereotaxic administration of the rAAV TrkAmyc virus received two bilateral, intrastriatal injections of [125I]-NGF. Brains were collected 20h later and frontal sections, performed at the level of the midbrain, were subjected to autoradiography. Labeled neuronal cell bodies were detected in the virus-treated substantia nigra (Fig. 5B and E), whereas the contralateral side was negative (Fig. 5A). Control experiments performed by immunohistochemistry on adjacent sections confirmed the existence of TrkA-immunoreactivity at the level of radiolabeled cell bodies (not shown). One animal displayed radioactive somata scattered in the parafascicular thalamic nucleus. It was verified that in this animal, TrkA-immunoreactive cells were present in this structure, ipsilaterally to the virus injection site (Fig. 5C, D and F).
	DISCUSSION
	Figure legends


