Université de Montréal

Mécanismes inflammatoires et auto-immunité dans la maladie de Parkinson :

Réle de la présentation des antigénes mitochondriaux

Par

Camille Michaud

Département de neurosciences, Faculté de Médecine

Mémoire présenté en vue de I'obtention du grade de maitrise

en Neurosciences

Décembre 2021

© Camille Michaud, 2021






Université de Montréal

Unité académique : Département de neurosciences, Faculté de médecine

Ce mémoire intitulé

Mécanismes inflammatoires et auto-immunité dans la maladie de Parkinson :

Réle de la présentation des antigénes mitochondriaux

Présenté par

Camille Michaud

A été évalué(e) par un jury composé des personnes suivantes

Alex Desautels
Président-rapporteur

Martine Tétreault
Directeur de recherche

Diana Matheoud
Codirecteur

Karl J.L. Fernandes
Membre du jury






Résumé

La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neurodégénérative qui présente, parmi ces
symptémes, une importante inflammation, rapportée tant au niveau du systéme nerveux central
qu’en périphérie. De plus, certains des génes causant des formes familiales de la MP, soit PINK1
et PRKN, sont impliqués dans la prévention de la présentation des antigenes mitochondriaux
(MitAP), un phénomene a risque d’enclencher une réponse auto-immune. Ce travail avait donc
pour but d’investiguer la contribution des processus auto-immuns et inflammatoires
périphériques dans I'étiologie de la MP, en portant une attention particuliere aux phénomeénes
impliquant la mitochondrie. La quantification des ARNm de PINK1 et PRKN a permis de
déterminer que I'expression de ces deux genes pouvait étre inhibée lors de I'activation — par
I’exposition au lipopolysaccharide (LPS) ou a I'Escherichia coli entéropathogéene (EPEC) — de
certaines cellules présentatrices d’antigénes, soit les cellules dendritiques dérivées de monocytes
(MDDC). L’expression de PRKN était également inhibée au cours du vieillissement dans les cellules
mononucléées du sang périphérique. L'étude des lymphocytes T présents dans la circulation
sanguine a permis |'identification d’une population de cellules T CD8+ IL-17+ (Tc17) pouvant étre
activées par des antigénes mitochondriaux chez les patients avec MP. Les MDDC furent
également identifiées comme étant d’'importantes régulatrices de I'inflammation, car les cellules
des patients avec MP présentaient un profil d’expression spécifique, caractérisé par une
surproduction de cytokines pro-inflammatoires. Leur réponse cytokinique était influencée par le
vieillissement et correspondait a un profil pouvant faciliter la polarisation des lymphocytes T CD4+
vers le sous-type Thl7, lié aux maladies auto-immunes. Nos résultats, dans leur ensemble,

supportent I'implication de mécanismes auto-immuns dans le développement de la MP.

Mots-clés : Maladie de Parkinson, Auto-immunité, Inflammation, Présentation des antigenes

mitochondriaux (MitAP), Cytokines, Lymphocytes T






Abstract

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disease which is accompanied by a strong
inflammation, present both in the central nervous system and the periphery. Moreover, genes
PINK1 and PRKN, which are causative of familial forms of PD, are implicated in the inhibition of
mitochondrial antigen presentation (MitAP), a phenomenon which acts as a potential trigger for
an autoimmune response. This work’s aim was to investigate the contribution of peripheral
autoimmune and inflammatory processes in the etiology of PD, with a particular focus on
phenomena implicating the mitochondria. Quantification of PINK1 and PRKN mRNA allowed us
to determine that both genes could be inhibited by the activation — through lipopolysaccharide
(LPS) or Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) exposition — of specific antigen-presenting cells,
the monocyte-derived dendritic cells (MDDC). The expression of PRKN was also inhibited during
the aging process in peripheral blood mononuclear cells. Through the investigation of T
lymphocytes present in PD patients’ circulation, we identified a population of TCD8+ IL-17+ (Tc17)
cells which could be activated by mitochondrial antigens. Furthermore, the MDDC were identified
as a major contributor to inflammation since PD patients’ cells presented a specific expression
profile characterized by an over-production of pro-inflammatory cytokines. This response was
age-associated and corresponded with a pro-Th17 polarization of T CD4+ lymphocytes, a subtype
which has been linked with autoimmune diseases. Taken together, our results support an

implication of autoimmune mechanisms in the development of PD.

Keywords : Parkinson’s disease, Autoimmunity, Inflammation, Mitochondrial antigen

presentation (MitAP), Cytokines, T lymphocytes
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Introduction

1. La maladie de Parkinson

1.1. Caractéristiques cliniques

La maladie de Parkinson (MP) est la seconde maladie neurodégénérative la plus commune,
affectant 1,9 % de la population mondiale agée de 80 ans et plus (1). L'age en est le principal
facteur de risque (2). Ainsi, sa prévalence connait actuellement une hausse avec le vieillissement
de la population, notamment au Canada, ou I'on prévoit que le nombre de personnes affectées
devrait doubler entre les années 2011 et 2031 (3). Malgré tous les efforts de recherche déployés
depuis la description initiale de la maladie par James Parkinson il y a plus de deux siécles, la cause
et les mécanismes impliqués dans la MP restent incompris, et il demeure impossible d’en freiner
le développement (4). Seul un faible pourcentage, situé entre 3 et 10 %, ont une origine génétique

identifiée (5,6). Les particularités de ces cas seront davantage abordées dans la section 1.3.1.

1.1.1. Symptomes moteurs
Du point du vue clinique, la MP est principalement caractérisée par I'apparition progressive de
symptémes moteurs. Elle est diagnostiquée lorsqu’un individu présente une bradykinésie, soit
une lenteur a initier et exécuter les mouvements (7), accompagnée minimalement d’une rigidité
musculaire ou d’un tremblement de repos (8). La maladie est également systématiquement
accompagnée d’une progression des symptomes au fil du temps, bien que la vitesse de
détérioration de I'état de santé puisse étre hautement variable (8). Toutefois, une aggravation
particulierement rapide de troubles moteurs répondants a cette description peut étre un
indicateur de la présence d'un trouble parkinsonien autre que la MP (8). En effet, les
parkinsonismes atypiques (PA) sont des troubles partageant les symptomes moteurs
caractéristiques de la MP, mais qui sont généralement plus fulgurants et accompagnés de
manifestations inhabituelles, appelées atypies (8). A titre d’exemple, les deux plus communes
formes de PA (8), la Paralysie Supranucléaire Progressive (PSP) et I’Atrophie Multisystémique

(AMS), s’accompagnent respectivement d’une difficulté a effectuer des saccades oculaires



verticales (9) et de dysfonctionnements autonomes (10). Dans les premiers temps, la
présentation de chacune de ces pathologies peut toutefois étre essentiellement identique (8,9).
En I'absence d’un test clinique spécifique permettant d’effectuer la distinction entre la MP et les
PA, le diagnostic différentiel requiert typiquement un suivi de la maladie pendant plusieurs

années, ce qui contribue a faire de celui-ci I'un des plus complexes en neurologie (9).

Apreés le diagnostic, la prise en charge des personnes atteintes de la MP passe principalement par
le traitement des symptomes moteurs par des thérapies dopaminergiques, notamment par
traitement pharmacologique a I'aide d’agonistes dopaminergiques ou, plus fréquemment, par
lévodopa, un précurseur de la dopamine (11). Ce type de traitement est associé avec une
apparition éventuelle de complications motrices et une perte d’efficacité au fil du développement
de la maladie (11). Les thérapies actuelles visant a réduire la présentation des symptomes ne

peuvent pas prévenir ou inverser la neuro-dégénération menant a la progression de la MP (12).

1.1.2. Symptémes non-moteurs
Bien que le diagnostic de MP requiére la présence de symptomes moteurs, ces derniers ne sont
typiqguement pas les premiers a apparaitre chez les individus affectés (13). Au contraire, les
patients atteints de Parkinson présentent usuellement des symptémes, dits prodromiques, dont
I'apparition précede la phase principale de la maladie (13). Ceux-ci semblent débuter de cing a
vingt ans avant la phase aiglie du Parkinson (14). La présentation du prodrome de la MP est
relativement hétérogene, mais certains signes sont observés récurremment au cours de celui-ci
(13). Ces manifestations inclues les problemes de sommeil, tels que la somnolence diurne et le
trouble de comportement en sommeil paradoxal (TCSP), ce dernier se manifestant par une perte
de la paralysie sélective typiquement observée lors de cette phase du sommeil (13,15). L’anosmie,
une perte importante de l'odorat, est également présente chez la majorité des gens qui
développeront la MP (15). D’autres problemes sensoriels possibles inclus également une
augmentation des risques de développer des problemes visuels, telle la diplopie, et une
sensibilisation a la douleur (16). Des symptomes d’apathie, d’anxiété, de dépression, de fatigue,
ainsi que des atteintes autonomes et cognitives, sont également fréquemment rapportés dans la

phase préclinique de la MP (13,17).
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Les symptOmes non-moteurs tendent a empirer et a se diversifier dans les années qui suivront le
diagnostic de MP (16,17), et ceux-ci contribuent a la baisse de la qualité de vie des gens affectés.
Au fil de la progression de la maladie, certains symptomes deviennent ainsi plus communs.
Particulierement, I'atteinte cognitive et les défauts affectant le systéme nerveux autonome,
pouvant se manifester, entre autres, par des dysfonctions urinaires, sexuelles, cardiovasculaires

et gastrointestinales, deviennent trés fréquentes (16).
1.2. Caractéristiques moléculaires et cellulaires

1.2.1. Neuro-dégénération
La MP est caractérisée par la dégradation des neurones dopaminergiques (ND), notamment ceux
localisés a la substantia nigra (SN) et au putamen, des régions cérébrales faisant parties des
noyaux de la base et étant impliqués dans la régulation du mouvement (18,19). Au moment de
I'apparition des symptémes moteurs, la dégradation de la zone la plus affectée — la SN pars

compacta — est déja avancée, avec une perte affectant de 50 a 70 % des ND y étant localisés (20).

Bien que l'atteinte cellulaire soit beaucoup plus marquée dans les ND, elle ne leur est pas
entierement exclusive. En effet, de nombreuses études ont rapportées une dégénération des
neurones cholinergiques, principalement dans les région du noyau basal de Meynert (NBM),
impliquée dans les cycles de sommeil et la vigilance, le noyau pédonculopontin, qui régule entre
autres la locomotion, et le noyau dorsal moteur (21-23). Cette perte, principalement au niveau
du NBM, parait contribuer au développement de I'atteinte cognitive (24). Il semble également
gue certains neurones dopaminergiques hors de la SN connaissent une mort cellulaire a plus
petite échelle, notamment au site de l'aire ventrale tegmentale, qui est impliquée dans la

motivation (21,25).

1.2.2. Agrégation protéique
Al'échelle moléculaire, la MP se caractérise par la présence d’agrégats protéiques d’a-synucléine
(syn), appelés corps de Lewy, dans le systeme nerveux central (SNC) des patients (26). Ces amas

se retrouvent a l'intérieur des neurones et leur présence ne peut étre confirmée, chez ’lhumain,
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que par des études post-mortem des cerveaux (26). Ces agrégats se composent d’une forme

incorrectement repliée de I'a-syn, accompagnée de lipides et d’organelles (26).

La protéine a-syn est encodée par le géne SNCA et se localise au site des terminaisons nerveuses,
ou elle est en temps normal impliquée dans la régulation du trafic synaptique, et ou elle interagit
avec certains transporteurs de la dopamine (27,28). Son agglomération a été rapportée dans de
nombreuses maladies neurodégénératives, classées comme étant des synucléinopathies (26).
Toutefois, la formation des corps de Lewy, qui, par définition, se retrouvent dans les corps des
neurones, semble exclusive a deux pathologies : la MP et la démence a corps de Lewy (26). La MP
est donc la seule pathologie principalement motrice dans laquelle on retrouve cette exacte
inclusion. Des amas d’a-syn se retrouvent toutefois dans d’autres pathologies du mouvement
sous forme de sphéroides axonales ou d’inclusions gliales cytoplasmiques intra-oligodendrocytes,
ces derniéres étant notamment caractéristique de I’AMS (26). Bien que la cause de la formation
de ces agrégats demeure incomprise, il semblerait que la propension de I’a-syn a s’auto-agréger
et sa capacité a se transmettre de cellules en cellules de fagon similaire aux prions fassent partie

inerrante de I'explication (29).

L'analyse de coupes de corps de Lewy provenant de patients atteints de MP indique également
la présence d’autres protéines dans ceux-ci. Notamment, on rapporte 'identification de la forme
fibrillée de la protéine amyloide, plus connue pour son implication dans la maladie d’Alzheimer
(30). La composition des agrégats protéiques chez les patients, ainsi que leur distribution (31),
pourraient expliquer une part de I’'hétérogénéité clinique de la maladie, tant au niveau de la
vitesse de progression que des types de symptdmes qui surviennent (32,33). Par exemple, la
présence d’amyloide est un prédicteur du développement de symptomes de démence (33).
L'identification de protéines régulatrices de la dégradation protéique, comme |'ubiquitine, ou de
partenaires de I'a-syn, telle synphiline-1, dans les corps de Lewy suggére également que ces

protéines puissent influencer la progression de la protéinopathie (34).

L'apparition et la distribution des corps de Lewy dans le SNC suivent une trajectoire prévisible,
décrite par un ensemble d’étapes typiques : les six stades de Braak (35). Leur trajectoire parcourt

un axe caudo-rostral, prenant son origine hors du SNC. Les premieres zones affectées sont
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typiquement le systéeme nerveux entérique (SNE) ou le bulbe olfactif (36). L’atteinte se repend
ensuite au tronc cérébral, puis a la SN, au stade 3, pour enfin atteindre les zones supra-tentorielles
(35). Cette classification laisse supposer que I'origine de I'accumulation de I'a-syn puisse étre
localisée au systéme digestif, puis se propager par le nerf vague vers le bulbe olfactif et, enfin, au
cerveau (36), une hypothese qui a pris beaucoup d’importance dans les derniéres années (31), et

qui sera discuté dans la section 1.3.2.

1.2.3. Inflammation et systéeme immunitaire

1.2.3.1. Dans le systéme nerveux
Un autre des signes associés a la MP est la présence excessive de certains marqueurs
d’inflammation. L'un des indices témoignant de I'implication de phénomenes inflammatoires est
la suractivation des cellules immunitaires résidentes du SNC, la microglie (37). Cette
hyperactivation est présente dans divers modeles animaux de la maladie (38), et est observée
dans les cerveaux post-mortem de patients atteints de MP via I'expression de HLA-DR (39), une
molécule faisant part du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) et contribuant donc a la
présentation d’antigenes aux lymphocytes T (40). Dans son état activé, la microglie exprime des
cytokines pro- ou anti-inflammatoires pouvant accélérer ou ralentir la progression de la neuro-
dégénération (41). Par exemple, I’activation directe de la microglie par traitement avec la toxine
bactérienne lipopolysaccharide (LPS) est capable d’induire la mort des ND de la SN de souris

(41,42).

L’activation de la microglie, dans le contexte de la MP, résulte en une hausse maintenue de
cytokines pro-inflammatoires, telles que le facteur de nécrose tumorale (TNF)-a, l'interleukine
(IL)-2, I'lL-6 et I'IL-1B, dans le cerveau et le liquide céphalo-rachidien. Leur sécrétion par la
microglie est associée a une hausse de la dégénération des ND (41,43). Une part de I'activation
de la microglie dans la MP semble provenir de I'expression de I'a-syn dans |'espace extracellulaire,
ou elle agit comme signal de danger (41). La présence de I'a-syn au niveau du cerveau est en effet
capable d’activer les inflammasomes dépendant du NOD-like receptor family, pyrin domain
containing 3 (NLRP3) (44). De plus, certaines variations de la séquence de la région des antigenes

des leucocytes humains (HLA), qui permettent I'identification des cellules du soi par le systeme
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immunitaire (45), sont associées a une hausse du risque de développer la MP (46-48), tout
comme la fréquence de certains antigenes reconnus par les molécules qui y sont encodées

(49,50). Ainsi, dans le contexte de la MP, la microglie semble jouer un role généralement délétere.

Les astrocytes, d’autres cellules immunitaires du SNC, sont également activés au cours de la MP
(51), potentiellement de fagon secondaire a la neuro-dégénération ayant lieu pendant le
développement de la pathologie. De nombreux génes impliqués dans les formes familiales de la
MP sont toutefois exprimés dans les astrocytes, ainsi, ils pourraient jouer un role dans les
changements observés (51). L’activation de ces cellules gliales contribue a la neuro-inflammation
via I'expression surélevée de la protéine S100B, pouvant agir comme cytokine, ou comme motif

moléculaire associé aux dégats (DAMP) (52).

Une récente étude de transcriptomique a démontré une hausse de I’expression de génes associés
aux oligodendrocytes dans la SN de patients parkinsoniens post-mortem, suggérant une hausse
de I'activité ou de la prolifération de ces cellules immunitaires (53). De plus, cette augmentation
était identifiable chez les patients dont la pathologie n’avait progressée qu’aux stades de Braak |
et ll, durant lesquels la SN n’a pas commencé a dégénérer et I'expression des ND s’y trouvant est

encore normale, suggérant une implication précoce des oligodendrocytes dans la maladie (53).

De plus, le mécanisme d'immunité de l'activation classique du complément semble étre
augmenté dans les ND de la SN des patients, car des protéines marquant le début (C3d et C4d) et
la fin (C7 et C9) de sa voie d’activation ont été repérées dans les corps de Lewy (54,55), alors que

les neurones d’individus sains présentent trés peu d’'immunomarquage pour ceux-ci.

L'inflammation affecte également le SNC par son impact sur la barriere hémato-encéphalique
(BHE). Celle-ci controle les échanges vasculaires entre le SNC et le reste du corps, et en fait un site
immunitaire privilégié grace a la régulation du passage des molécules et des cellules présentent
dans le sang (56). Or, chez les gens atteints de MP, la fonction de ses transporteurs est altérée
(57) et sa perméabilité est augmentée, notamment au site du putamen (58). Cela semble découler
des altérations des cellules gliales lui étant associées et de la présences des cytokines pro-
inflammatoires (59). Les chimiokines peuvent entre autres contribuer a la migration des

leucocytes vers le SNC, et I'une d’entre elle, CXCL2, ainsi que son récepteur, CXCR4, sont présents
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a haute concentration dans la région nigrostriatale des patients avec MP (60). Cette altération est
la cause probable du phénomeéne d’infiltration du cerveau par des lymphocytes T CD4+ et CD8+
observé dans de nombreux modeles animaux de la MP (61-63) et dans la SN provenant de coupes
de cerveaux de patients post-mortem (64,65). Une infiltration par les lymphocytes Th17, qui sont
associés aux maladies auto-immunes (66), a notamment été rapportée (60,67). De plus,
I'infiltration des lymphocytes T CD8+ dans la SN semble précéder I'apparition des amas d’a-syn
et la neuro-dégénération de cette région, indiquant qu’il s’agit d’un évéenement précoce dans le

développement du Parkinson (65).

L’analyse de données transcriptomiques suggere en fait une infiltration de la SN par une grande
variété de cellules immunitaires, dont les mastocytes (68). Ces cellules, naturellement présentes
en faible quantité dans le SNC, peuvent s’y relocaliser, entre autres dans les contextes de stress,
d’infections ou de traumatismes (69). Elles sont capables de réguler la sécrétion de cytokines et
d’affecter la perméabilité de la BHE par le biais de la sécrétion de protéases dégradant les
jonctions serrées faisant partie de la composition de cette barriere (69). Leur présence en exces,
toutefois, n’a pas été confirmée lors d’études post-mortem de cerveaux (70). La teneur de leur
contribution a la perméabilisation de la BHE et, plus généralement, au contexte de neuro-

inflammation dans la MP, demeure donc incertaine.

1.2.3.2. En périphérie
La présence des marqueurs d’inflammation dans la MP ne se limite pas qu’au SNC. En effet,
I’étude du sérum de patients a permis d’identifier des altérations dans les taux de cytokines
circulantes. On y retrouve notamment une hausse de cytokines pro-inflammatoires, dont TNFa,
IL-1B8 et IL-6 (37,71,72), accompagnée d’une baisse de I'expression de la cytokine
neuroprotectrice IL-9 (37,73). Les taux circulants de protéine C réactive (CRP), qui est produite en
réponse aux stress inflammatoires aigies, sont non seulement augmentés chez les patients, mais
ils corrélent également avec la sévérité des symptéomes (60). Bien qu’une hausse des niveaux
circulants de cytokines pro-inflammatoire au court du vieillissement, ou inflammaging, soit
normale, ce phénomeéne semble exacerbé dans la MP (74). L'expression de nombreuses

chimiokines est également augmentée en périphérie, notamment CXCL2, son récepteur CXCR4,
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IL-8, MCP1, RANTES et MIP1a (60). Toutefois, la concentration sérique de certaines cytokines

anti-inflammatoires, IL-4 et IL-10, est également augmentée chez les patients (60,75,76).

La concentration des cellules immunitaires circulantes dans le sang des gens atteints de MP est
aussi affectée. Les lymphocytes T auxiliaires (CD4+) totaux sont moins fréquents dans le sérum
des patients, mais la concentration des lymphocytes T activées (CD4+CD45+), elle, est augmentée
(77). Cette baisse affecte particulierement les cellules CD4+ naives (77). De plus, les lymphocytes
Th17, en lesquels les lymphocytes T CD4+ peuvent se différencier, semblent étre présents en plus
grande proportion dans le sang des patients avec la MP (60,67,78). Les lymphocytes T régulateurs
(CD4+CD25+CD127-) des patients sont également moins efficaces pour contrer 'activité des
cellules T effectrices activées (79). Comme mentionné dans la section précédente, certains des
variants représentant un facteur de risque génétique de développer la MP affectent directement
la fonction et I'activation des lymphocytes T, car ils se localisent dans la région HLA (46-50). De
plus, une activité auto-immune est observée chez les patients atteints de MP, car certains
épitopes de I'a-syn peuvent activer leur lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) (80). Globalement,
les patients atteints de MP ont un nombre plus faible de lymphocytes T circulants et,
accompagnés d’une tendance a la hausse du nombre de neutrophiles sanguins, cela résulte en
une hausse significative du ratio neutrophile-lymphocyte, un marqueur de linflammation

chronique (81).

Un autre signe d’auto-immunité dans la MP est la présence excessive d’anticorps de type
immunoglobuline G (IgG) reconnaissant I'a-syn dans le sérum des patients en début de maladie
(82). Lesimmunoglobulines reconnaissant la mélanine sont également surélevées pendant cette
période (83). Les lymphocytes B, qui sécretent ces anticorps, n‘ont pas été observés dans le
cerveau des patients en analyse post-mortem, mais des auto-anticorps de type IgG ont été

retrouvés sur les ND de la SN et sur les corps de Lewy présents dans le SNC (84).

Le nombre et la distribution des types de monocytes circulant semblent également varier dans le
contexte de la MP, bien que des résultats contradictoires ont parfois été rapportés sur la question
(85). En effet, certaines anomalies ont été rapportées quant aux proportions de monocytes dits

classiques, principalement impliqués dans la phagocytose, qui représentent typiquement 80 a
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90% des monocytes, comparés aux intermédiaires et aux non-classiques, qui sont plutot
impliqués dans la relache de cytokines pro-inflammatoires (86). Le nombre de monocytes
classiques (CD14+CD16-) a parfois été rapporté comme étant plus élevé dans le sang des patients
(87,88), alors que d’autres études n’observent aucune différence au niveau du sang (89,90). Dans
I'une des études ayant observé une hausse des monocytes classiques, la molécule CCL2, qui
exerce sur ceux-ci un effet chemo-attractant, était également plus concentrée (87). L'étude de
ces monocytes par séquencage de nouvelle génération et de leur réponse inflammatoire a
I’échelle protéique en réponse au LPS démontrait un pré-conditionnement favorisant une
réponse pro-inflammatoire importante (87). Cette variation au niveau de la distribution des
monocytes est également rapportée dans une cohorte de patients MP prodromiques avec TCSP,
puis semble disparaitre dans les cing ans suivant le diagnostic, ce qui a mené a la suggestion que
ce phénotype puisse étre spécifique au début de la maladie (85,91). Une autre étude rapporte
également que I'expression de certains geénes, soit HLA-DQB1, MYD88, REL et TNF-a, est altérée
dans les monocytes provenant de patients avec MP en début de maladie, ce qui pourrait
démontrer une signature transcriptomique spécifique (89). D’un point de vue fonctionnel, les
monocytes provenant de patients avec MP paraissent avoir une perte d’efficacité de leur activité
phagocytaire, qui se détériore davantage avec I'augmentation de leur niveau intracellulaire d’a-

syn et avec la durée de la maladie (85,87,88,92).

En plus de présenter un profil distinct entre les individus sains et atteints de MP, les changements
périphériques affectant le systéme immunitaire corrélent aussi avec certaines variations de la
présentation clinique. Notamment, les marqueurs associés a I'activité monocytaires sont plus

fortement altérés dans les cas a risque élevé de développer une démence (88).

Finalement, un lien a également été établi entre la hausse de I'expression de marqueurs
d’activation gliale et de cytokines pro-inflammatoires au colon et le risque de développer la MP

(60,93).

1.2.4. Dysfonction mitochondriale
Une autre caractéristique ayant été identifiée dans les patients atteints de MP est la présence de

signes témoignant d’une dysfonction mitochondriale, présente tant dans le SNC qu’en périphérie.
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La premiere manifestation identifiée de cette anomalie fut la baisse de I'activité de composants
essentiels a la génération de I’ATP (94), soit les complexes I, Il et IV de la chaine mitochondriale
de transport d’électron, dans les cellules des patients (54,95). Ce défaut se retrouve dans les
neurones des patients post-mortem, y compris au niveau de la SN pars compacta (95), mais aussi

au niveau des plaquettes (96,97) et du muscle squelettique (98).

La réduction de I'efficacité de la chaine de transport d’électron méne a une augmentation du
stress oxydatif, notamment par I'augmentation de la production des espéces réactives de
I’oxygéne (ROS) et des espéces réactives de I'azote (RNS), et a une dérégulation du maintien des
niveaux de calcium (54). Une réduction du potentiel de membrane physiologique des

mitochondries découle également de ce phénomene (54).

L’étude des ND de patients a I'aide de microdissections a par la suite permis I'observation d’'une
altération du transcriptome ayant trait a la régulation mitochondriale (99). Une sous-expression
des genes liés a la phosphorylation oxydative de la mitochondrie, ainsi qu’au systéme
d’ubiquitination du protéasome, a notamment été rapportée (99). Ce dernier joue un réle

essentiel dans la protection des composants cellulaires contre I'effet des ROS (100).

Certains résultats suggerent que des polymorphismes de I'acide désoxyribonucléique (ADN)
mitochondrial (ADNmt) représentent également un facteur de risque ou de protection affectant
la probabilité d’apparition de la MP (95), bien que ce phénomeéne n’ait pas toujours été observé
de facon reproductible (54). L'accumulation de mutations affectant I’ADNmt est rapportée au
cours du vieillissement au niveau de la SN, et celle-ci est plus importante dans les cas de MP, ce
qui pourrait jouer un réle majeur dans leur dégénération au cours de ces deux phénomenes (101).
En effet, les ND de la SN pars compacta sont parmi les populations neuronales les plus affectées

par la dégénération normale observée au cours du processus de vieillissement (102).

L'origine de cette dysfonction mitochondriale est incertaine, mais il est possible qu’elle soit
médiée pas la présence d’a-syn. En effet, cette protéine peut s’accumuler a lintérieur des
mitochondries et altérer son fonctionnement suite a son interaction avec leur domaine N-
terminal (54). L'a-syn sous forme d’oligoméres, un stade existant entre la protéine normale et

I'amas, peut également lier la protéine TOM20 et ainsi limiter le transport protéique
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mitochondrial (54,103). A I'inverse, plusieurs modéles de MP découlant de I'imposition d’une
altération au fonctionnement normal de la chaine d’électron de la mitochondrie résulte en une
accumulation d’a-syn; la relation entre ces deux phénomeénes est donc probablement une forme

de régulation réciproque (54).

De plus, I'association entre I'apparition de la MP et la dysfonction mitochondriale est fortement
renchérie par I'étude de la fonction des génes ayant été associés aux formes familiales de la
maladie. En effet, la régulation de la mitochondrie, particulierement dans un contexte de stress,
est un réle dans lequel plusieurs des genes d’intérét dans la maladie sont directement impliqués

(95).
1.3. Etiologie

1.3.1. Pistes provenant des formes familiales
Bien que la majorité des cas de MP soit d’origine incertaine, un faible pourcentage des cas, estimé
étre entre 3 et 10 %, suivent un mode de transmission autosomale (5,6). On identifie ces cas
comme étant des formes familiales de MP, a I'opposé des formes sporadiques qui ne semblent
pas prendre leur origine dans un mode de transmission principalement génétique. Jusqu’a
présent, une dizaine de génes ont été identifiés comme cibles possibles de mutations pouvant

étre causatives de la MP (104).

Quelques génes ont été identifiés comme étant impliqués dans des formes familiales de MP avec
transmission autosomale dominante (104). Tout d’abord, le gene SNCA, qui encode pour |'a-syn,
peut entrainer cette maladie lorsqu’il est porteur de mutations ponctuelles, de mutations faux-
sens ou de duplications/triplications (104). Les mutations et réplications identifiées semblent

détenir leur pouvoir pathogéene en raison d’une facilitation de I'agrégation de I’a-syn (100).

Le gene LRRK2, pour Leucine-rich repeat kinase 2, encode pour une protéine cytoplasmique, la
Dardarine, qui est impliqguée dans le maintien du cytosquelette, le transport vésiculaire, les
interactions entre protéines et I'autophagie (104). De nombreuses mutations faux-sens ou non-
sens de ce géne peuvent mener a des formes familiales de MP, et d’autres peuvent représenter

un important facteur de risque pour le développement de formes idiopathiques (104). Dans les
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modeles animaux et de progéniteurs neuronaux humains dérivés de cellules souches
pluripotentes induites (iPSC), la mutation de LRRK2 altére I'expression de certains transporteurs
mitochondriaux du calcium, résultant en une dérégulation calcique (105), et favorisant

I’'accumulation de dommage a ’ADNmt (106).

Les genes GIGYF2 et UCHLI1, respectivement impliqués dans la régulation de l'insuline et les
mécanismes de controle de la qualité des protéines, sont également suspectés étre impliqués

dans quelques cas de transmission autosomale dominante de MP (104).

Le gene PRKN encode pour la protéine Parkine, une ubiquitine ligase de type E3, et peut étre
causatif de formes autosomales récessives de MP (104). Les cas de MP attribués a ces mutations
se distinguent des cas sporadiques par le début précoce de la maladie, qui se manifeste
typiquement vers I'dge de 30 ans (107), ainsi que I'absence, dans certains cas, d’inclusions d’a-
syn (108). Les ubiquitines ligases E3 sont des enzymes permettant la facilitation du transfert d’une
molécule d’ubiquitine entre une enzyme de type E1 vers E2, ou I'attachement d’une ubiquitine
sur un résidus lysine d’'une autre molécule d’ubiquitine (108). Les chaines d’ubiquitine formées
agissent comme un signal permettant de cibler une protéine pour I’élimination par le protéasome
(108). Les mutations de PRKN associées au Parkinson menent a la perte de la forme fonctionnelle

de la protéine qu’il encode, et nuisent donc a ce processus (108).

Certains variants de PRKN semblent également agir comme facteur de risque facilitant le
développement de la MP. Parallélement, la protéine Parkine peut étre inactivée par les ROS, les
RNS et le stress dopaminergiques, qui sont tous exacerbés dans la MP (108). Ainsi, son activité

pourrait également étre affectée dans les cas sporadiques de MP.

La protéine Parkine est également impliquée dans un mécanisme de contrdle de la qualité des
mitochondries. Cette fonction est particulierement d’intérét pour tenter d’expliquer comment les
mutations de PRKN menent a I'apparition d’'une MP, car son fonctionnement requiert I'activité
d’une autre protéine, PTEN-induced putative kinase 1 (PINK1), elle-méme encodée par un gene
causatif de formes familiales récessives juvéniles de MP (109). Les mutations de PINK1 menant a
I"apparition de la MP sont, quant a elles, généralement liées a une perte de sa fonction de kinase

(100).
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La protéine PINK1 se relocalise a I'intérieur des mitochondries aprés sa traduction (109). La perte
du potentiel de membrane de la mitochondrie, qui témoigne d’'un endommagement de celle-ci,
peut ensuite induire I'accumulation de PINK1 au site de dépolarisation (109). Dans ce cas, PINK1
phosphoryle ensuite Parkine, initiant en conséquence le processus de mitophagie (109). En effet,
la présence de ces deux protéines a la surface de la mitochondrie peut permettre la formation de
longues chaines d’ubiquitine qui rendent possible la liaison de protéines médiatrices de
I'autophagie (6). Ces protéines initient la formation des autophagosomes qui permettent

I’élimination spécifique de la mitochondrie endommagée (6,110).

Le mécanisme de la mitophagie est généralement activé dans le cas de dommages sévéres et
généralisés a la mitochondrie, et méne a I’élimination entiere de I'organelle. Toutefois, PINK1 et
Parkine contribuent également au controle de la qualité des mitochondries par leur influence sur
d’autres mécanismes. Elles peuvent contribuer a la dégradation de la Mitofusine, protéine de
fusion des mitochondries, et le recrutement de Drp1, requise a la fission de cette organelle. Elles
facilitent ainsi la génération d’un grand nombre de petites mitochondries indépendantes, ce qui
facilite leur transport, I'apoptose et la mitophagie, au détriment de [Iefficacité de la
phosphorylation oxydative. De plus, la formation de certains types de vésicules dérivées de la
mitochondrie (MDV) — qui permettent I’élimination ciblées de certains domaines mitochondriaux

— peuvent dépendre de leur présence (6).

Ainsi, la formation de certaines MDV dirigées vers les lysosomes dépend de la présence de ces
deux protéines (111). Au contraire, les protéines PINK1 et Parkine inhibent activement la
formation de MDV dirigés vers les endosomes tardifs, un processus dépendant de la protéine
Sorting nexin-9 (SNX9) impliquée dans I'endocytose dépendante de la clathrine (112). Une
implication de Parkine dans la dégradation de SNX9 est suggérée étre impliquée dans la régulation
de ce processus (112). Ces MDV peuvent permettre I'acheminement d’antigénes mitochondriaux
vers les complexes de CMH, permettant la présentation d’antigénes mitochondriaux (MitAP),

comme l'illustre la Figure 1 (112).
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Figure 1. -  Présentation des antigénes mitochondriaux (112)

En cas de stress mitochondrial, pouvant étre induit par traitement au LPS ou par choc thermique
(HC), PINK1 recrute Parkine a la surface des mitochondries endommagées pour induire le
processus de la mitophagie. Ces protéines inhibent également la formation de MDYV dirigés vers
les endosomes tardifs. En I'absence de PINK1 et Parkine, les MDV se forment par un processus
dépendant de SNX9, et permettent I'acheminement d’antigénes dérivés de la mitochondrie a la

surface des CMH de classe |, ot ils seront présentés.

PINK1 et Parkine contribuent également a la génération de certaines composantes
mitochondriales. L'activité de PGC-1a, un important régulateur de la biogénése mitochondriale,
peut étre augmentée par la dégradation de son répresseur, PARIS, par PINK1 et Parkine. Elles
peuvent aussi faciliter la traduction d’acides ribonucléiques (ARN) encodés au noyau et relocalisés
a la mitochondrie en facilitant leur recrutement. Cela permet I'amélioration de la synthese de
différentes protéines mitochondriales. Enfin, PINK1/Parkine ubiquitinent le complexe TOM, qui
joue un réle clef dans I'acheminement de protéines mitochondriales nouvellement synthétisées
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vers la mitochondrie (6). Un résumé de I'impact de PINK1 et Parkine sur le maintien de la qualité

des mitochondries peut étre retrouvé a la Figure 2.

Quatre autres genes peuvent également porter des mutations menant a I'apparition de formes
familiales récessives de la MP. Ceux-ci inclus ATP13A2, qui est associé a la régulation de la
fonction mitochondriale et lysosomale, ainsi qu’a la formation d’agrégats d’a-syn. Ensuite, DJ-1,
qui encode pour une protéine jouant le role d’'un censeur du stress oxydatif, fait partie de ces
genes. Enfin, FBXO7 est impliqué dans l'ubiquitination et la régulation du protéasome, alors que
PLA2G6 est principalement associé au maintien de l'intégrité des membranes cellulaires. (104)
Les génes associés avec la MP exercent donc des fonctions variées, mais certains mécanismes

cellulaires communs sont également observés.

1.3.2. Hypothéses sur les mécanismes menant a la mort cellulaire
La grande majorité des cas de MP ne peut toutefois pas étre expliquée par un modele de
transmission familiale. La MP semble généralement découler de |'addition des processus
normaux associés au vieillissement, ainsi que d’altérations découlant de divers facteurs de risque
génétiques et environnementaux (113). Toutefois, 'ordre exact des événements menant a la
dégradation neuronale est difficile a identifier, particulierement en considérant la variété des
mécanismes pathologiques ayant été impliqués dans la maladie (114). Les anomalies affectant
I’élimination des protéines et leur agrégation, la dysfonction mitochondriale et I'activation du
systeme immunitaire sont fort probablement toutes impliquées, mais I'identification définitive
d’'un événement initiateur n’a pas encore été possible (114). Ces mécanismes convergent

toutefois vers une fin identifiable : la mort neuronale.

Tout d’abord, il est possible que les anomalies prenant place a l'intérieur-méme des neurones
meénent a leur dégénération sous I'effet d’'un mécanisme de mort cellulaire programmé (115).

Notamment, le stress oxydatif présent dans la maladie est un activateur des voies de I'apoptose
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Figure 2. — Résumé de I'implication des protéines PINK1 et Parkine dans le contrédle de la

qualité des mitochondries. (6)

PINK1 active Parkine, déclenchant le processus de la mitophagie (A) et permettant
I’élimination des mitochondries endommagées. Elles y contribuent également en favorisant la
fission mitochondriale (B). La génération de MDYV est une voie alternative, régulée en part par
PINK1 et Parkine, permettant I’élimination de régions de mitochondries endommagées (C).
PINK1 et Parkine sont parallélement impliquées dans la régénération des protéines

mitochondriales, en favorisant leur biogénése (D), la synthese protéique (E) et le transport

protéique (F). Ubiquitine, Ub.
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(115). Ainsi, cela souléve la possibilité que le stress mitochondrial méne, par sa production de

ROS, a l'initiation de la maladie.

On retrouve, parmi les facteurs environnementaux associés a la MP, certains produits dont le
mécanisme d’action implique la mitochondrie, ce qui supporte cette hypothése. On peut penser
aux cas de MP déclenchés par consommation de 1-Méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine
(MPTP) qui furent rapportés en 1979 et en 1983, suite a des injections intraveineuse de drogues
incorrectement synthétisées (54). La MPTP est un inhibiteur de la fonction mitochondriale, qui
agit eninhibant le complexe | de la chaine de transport d’électrons (CTE) (116). Le métabolite actif
du MPTP, généré par |'oxydation de la molécule a I'intérieur des cellules gliales, accede aux ND
en empruntant les transporteurs dopaminergiques et cause leur dégénération (117). Son effet
neurotoxique semble découler de la perte d’efficacité qu’il induit a la CTE, qui elle-méme résulte
en la baisse de la production de I’ATP, ainsi qu’en une hausse de la production des ROS, des
radicaux libres et du calcium intracellulaire (117). Il en découle la mort cellulaire des neurones,
relativement spécifique au ND de la SN, tout comme dans la majorité des cas de MP (117).
Toutefois, les modeles d’études de MP employant la MPTP ne résultent typiquement pas en

I’'accumulation d’a-syn, sauf dans les cas d’administration chronique (54).

Un autre facteur de risque environnemental associé a une toxicité mitochondriale est |’exposition
a certains pesticides, dont le paraquat et la roténone (54). On rapporte notamment une hausse
du risque de développer la MP de 200 % en lien avec I'exposition au paraquat (118). Ces deux
produits sont capables d’induire une dégénération dopaminergique dans des modeles animaux,
et celle-ci semble secondaire a l'induction d’une hausse du stress oxydatif (119). Selon des
observations de neurones en culture dérivés d'iPSC, ces pesticides agiraient en inhibant la
fonction mitochondriale (118). De plus, leur emploi dans des modéles animaux parvient a
répliquer I'accumulation d’a-syn et la formation d’inclusions similaires aux corps de Lewy (54).
Ces deux exemples soutiennent I’hypothése selon laquelle la dysfonction mitochondriale pourrait

agir comme évenement non seulement précoce, mais également déclencheur de MP.

La relative spécificité de I'atteinte des ND de la SN pourrait alors étre justifiée par leur importante

demande énergétique. En effet, les ND ont tendance a étre parmi les neurones les plus longs et
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portant les arborisations axonales les plus complexes (21), et les neurones de la SN ont une
activité quasi-constante a cause de leur mode d’activation pacemaker permettant d’inhiber les
mouvements involontaires (21). Malgré leur importante demande énergétique, les dendrites et
les somas des ND de la SN ont une plus faible masse mitochondriale que certains ND moins
susceptibles a la MP, tels que ceux de I'aire ventrale tegmentale, ou encore de neurones
produisant d’autres neurotransmetteurs (120), ce qui pourrait contribuer au stress oxydatif
imposé a ce type de cellules. Les ND de la SN accumulent également de fortes quantité de fer, un
produit de I'activité de la CTE, avec le vieillissement, alors que celui-ci peut entrainer la génération
de ROS (21). Enfin, la production méme de la dopamine par ces neurones constitue un facteur de
risque, car son oxydation entraine la formation de quinones pouvant s’avérer toxiques pour les

complexe I, lll et V de la mitochondrie (21).

Selon cette hypothese, les corps de Lewy pourraient s’accumuler dans ces neurones lorsque
I’efficacité de la production énergétique par les mitochondries est amoindrie, menant a une perte
de I’énergie disponible pour le fonctionnement des processus d’élimination de protéines
anormales (21). Cependant, ce modeéle n’explique pas la distribution des corps de Lewy, ni leur
absence dans certaines formes familiales de la maladie, particulierement alors que I'on sait que
ces exceptions sont typiquement rapportées dans les formes associées a PINK1/Parkine, des

protéines régulatrices du dommage mitochondrial.

Les corps de Lewy sont généralement interprétés comme étant le résultat de I’échec de certains
mécanismes intracellulaires au cours de la maladie (121). Toutefois, il est plus difficile de juger si
leur présence est essentielle aux mécanismes de dégradations neuronales, ou si elle ne fait que
les accompagner. Ainsi, une autre hypothése suggere plutot que les formes pathologiques de I'a-
syn, particulierement a I'état transitif de proto-fibrille atteint avant la formation des amas
protéiques, interagissent avec des lipides ou protéines de facon a déclencher un mécanisme

toxique, par exemple en activant directement des voies pro- ou anti-apoptotiques (122).

L'hypothése de l'implication de I'axe intestin-cerveau soutien la possibilité que ces amas
protéiques puissent prendre origine dans l'intestin (123). L'axe intestin-cerveau référe a un

ensemble de médiateurs neuraux, immunologiques et endocriniens en interaction (124). Les
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anomalies du systéeme digestif, par exemple dans la composition du microbiote ou I'état
inflammatoire, peuvent se répercuter sur le cerveau via cet axe (124). Des changements dans
cette voie de communication sont rapportés dans de nombreuses pathologie du systéeme
nerveux, y compris I’Alzheimer, le Parkinson et plusieurs maladies psychologiques comme la
dépression (124). Dans le contexte du Parkinson, il a été suggéré que les anomalies du microbiote
meénerait a la facilitation de repliements anormaux de I'a-syn et a la perméabilisation du passage
de ces formes pathologiques de la protéines vers le SNC (123,124). En effet, I'accumulation de

formes anormales de I'a-syn est également observée au niveau des intestins (36).

Ainsi, en prenant en compte cette hypothéses, I'association entre la MP et certains facteurs de
risques associés au systéme digestif contribue a I'idée que I'accumulation de I'a-syn initie la
maladie. Ces facteurs pourraient en effet agir en favorisant ou protégeant contre I'agrégation
périphérique de I'a-syn. On peut notamment penser au risque découlant de la consommation
d’eau ou de produits agricoles contaminés par certains métaux, pesticides et herbicides (36). Des
variations de la composition du microbiome sont également observées chez les patients, bien
qu’il soit difficile de déterminer s’il s’agit d’'une cause ou d’une conséquence de la MP (36). De
plus, des symptémes de constipation figurent comme étant parmi les plus fréquents chez les
personnes affectées par la MP, y compris lors de la phase prodromique (36). La vagotomie, qui
consiste en la rupture chirurgicale du nerf vague, qui associe le SNE au SNC, est aussi un facteur
de protection contre la MP (125). Ces signes contribuent a I'idée gu’une implication de la
pathologie dans le systéme digestif puisse étre un des premiers évenements lors du
développement de la MP, et donc, que cette pathologie puisse — du moins dans certains cas —

prendre origine en périphérie (31).

Le passage des agrégats d’a-syn vers le SNC se ferait alors, comme le suggere les stades de Braak,
par le bulbe olfactif et le SNE, et ce, particulierement au court du vieillissement, alors que tous
deux subissent une perte de I'efficacité de leurs barriéres physiques et immunologiques (125). La
vulnérabilité des ND pourrait alors également étre renforcée par l'influence de la dopamine, qui

inhibe la conversion de I'a-syn de forme proto-fibrillaire vers la forme des agrégats matures (122).

43



D’autres hypotheses supportent que la mort neuronale puisse étre causée par des mécanismes
non-autonomes. Par exemple, des études in vitro impliquent les astrocytes dans le mécanisme de
neuro-dégénération des neurones de patients avec mutation de LRRK2. En effet, les neurones
dopaminergiques dérivés d’'iPSC d’individus sains subissent une neuro-dégénération
lorsqu’accompagnés d’astrocytes dérivés d’iPSC de patients (126). Les modeéles de souris portant
une mutation de LRRK2 ont permis d’identifier que les anomalies affectant le mécanisme
d’autophagie des astrocytes contribuaient a leur pathogénicité, probablement car la réduction de

I’élimination des protéines endommagées contribue a I'accumulation d’a-syn (126).

Ensuite, I'inflammation du SNC maintenue par I'expression de cytokines pro-inflammatoires par
la microglie peut contribuer a la neuro-dégénération par divers mécanismes. Premiérement,
I'activation inflammatoire de la microglie augmente la densité des récepteurs excitateurs du
glutamate, soit les récepteurs NMDA et AMPA, au niveau des synapses (127). Ces modifications
favorisent I’excitotoxicité, via I'entrée excessive de calcium par ces récepteurs (127). L’activation
microgliale chronique a également été associée a I'expression de cytokines pro-inflammatoires
résultante de I'action de I'inflammasome, notamment il-1p et il-18, pouvant enclencher une mort
neuronale programmée par la pyroptose (127,128). La régulation de I'activation de la cascade
classique du complément, un processus immunitaire pouvant mener a l'apoptose, semble aussi

affectée par les microglies (127).

Enfin, I'immunité adaptative pourrait également étre impliquée dans le développement de la MP.
L’expression du CMH de classe | par les neurones et la hausse de celle du CMH de classe Il par la
microglie permettent une attaque médiée par les lymphocytes T CD8+ ou CD4+, respectivement,
si des auto-antigénes sont présentés sur ceux-ci (127). Etant donné que I'intrusion du SNC par les
lymphocytes T au cours du développement de la pathologie a également été rapportée, cela
signifie que l'identification d’auto-antigénes pouvant déclencher leur attaque suffirait a
engendrer ce processus. Un expérience ex vivo démontre que la co-culture de lymphocytes T et
de ND dérivés d’iPSC de patients avec MP résulte en une mort neuronale dépendante de
I’expression du récepteur de I'activation des Th17 (67,127). Ce mécanisme est aussi supporté par
le fait que, dans les modeéles de souris MP traitées avec la MPTP, les souris sans lymphocyte T

CD4+ fonctionnel étaient protégées contre la neuro-dégénération (129). Les lymphocytes T
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auxiliaires et cytotoxiques anti-a-syn ont également été suggérés étre a I'origine d’'une attaque
auto-immune, toutefois, ceux-ci n‘ont pour l'instant été identifiés qu’en périphérie chez les

patients (129). De plus, ils ne sont pas spécifiques aux gens affectés par cette maladie (127).

L’étude de rats injectés avec des immunoglobulines de patients avec MP a également démontré
que ces anticorps peuvent mener a la dégénération des ND (127). On peut suspecter que leur
effet toxique découle de leur influence sur le recrutement du complément, I'induction de
I'internalisation de récepteurs par les neurones, I'induction de cytotoxicité cellulaire dépendante

des anticorps ou encore la neutralisation de certains facteurs neurotrophiques (127).

Plusieurs études d’association pangénomique (GWAS) portant sur la MP ont permis d’identifier
un risque associé a la présence de variants au locus HLA, ainsi que dans des genes impliqués dans
la régulation de I'activité leucocytaire ou lymphocytaire, ainsi qu’a la signalisation médiée par les
cytokines (130). Certains des polymorphismes hautement associés avec le développement de cas
idiopathiques de MP a été jugée comme « hautement crédible » selon le critere HuGENet (131).

Parmi ceux-ci quatre ont un rdle associé avec I'immunité. lls ont été rapportés dans le Tableau 1.

De plus, les maladies auto-immunes représentent un facteur de risque augmentant les chances
de développer la MP (60). Le risque de développer la MP chez une personne affectée par
n’importe quelle maladie auto-immune est estimé étre 33 % plus grand que chez les gens n’ayant
aucune de ces pathologies, selon une étude portant sur la population suisse (132). Certaines
pathologies auto-immunes ayant directement été associées avec une hausse du risque de MP
inclues la sclérose latérale amyotrophique, la sclérose en plaques (SEP), la maladie de Graves, la
thyroidite d’Hashimoto, I'anémie pernicieuse et les maladies rhumatismales (60,132—-134). Les
maladies inflammatoires chroniques de I'intestin sont aussi associées a une hausse du risque de
développer la MP, et leur risque est amoindri si une thérapie anti-TNF est employée (60,135,136).
Cette derniére association renforce un second aspect de I'hypothése intestin-cerveau, selon
laquelle la dérégulation de I’équilibre du microbiome ou la présence de toxines ou d’agents
infectieux dans l'intestin faciliteraient I’activation de la réponse immunitaire périphérique,
menant au développement de I'inflammation et de dysfonctions mitochondriales observées dans

la MP (123).
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Tableau 1. — SNPs représentant un facteur de risque associé au développement de

la MP et localisés sur un géne impliqué dans la fonction immunitaire

Géne (131,132) SNP (132,133) Fonction associée

HLA-DQB1 rs9275326 g.32666660C>T Reconnaissance des antigénes
(Variant intergénique) par les lymphocytes T (130)

STK39 rs1474055 g.169110394C>T Impliqué dans le stress cellulaire
rs2102808 g.169117025G>T et la production de cytokines
(Variants intergéniques) pro-inflammatoires (134)

BST1 rs11724635 g.15737101C>A Facilite la croissance des
(Variant intronique) lymphocytes B (135)

rs4538475 g.15737937A>G c."195A>G
(Variant en 3’)

rs4698412 g.15737348G>A ¢.852-

328G>A
(Variant en 3’)
DDRGK1 rs8118008 g.3168166A>G Régulateur de I'inflammation via
(Variant en 3’) la  phosphorylation et |Ia

dégradation de NFKBIA,
I'inhibiteur de NFkB (136)

Régulateur de l'ufmylation en
réponse au stress, qui contribue
a I'inflammation et

I’'hématopoiese (137)

SNP, Single nucleotide polymorphism; *, Correspond a un SNP en 3'-UTR. Positions génomiques

basées sur le génome de référence humain version GRCh37.

Cette idée est renforcée par la relation entre I'inflammation et microbiote dans le contexte de la

maladie. Les individus atteints de MP ont en effet une altération de leur microbiote qui favorise
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I’expression de cytokines pro-inflammatoires en périphérie (60,137). De plus, les infections
secondaires a plusieurs virus, bactéries et champignons sont associées a une hausse des risques
de développer la MP (138,139). L'utilisation de certains immunosuppresseurs (140) et anti-
inflammatoires (141) a au contraire un effet protecteur, et diminue le risque d’étre diagnostiqué
avec la maladie. Toutefois, les essais cliniques ayant jusqu’a présent testé des anti-inflammatoires
pour ralentir la progression de la maladie n’ont pas porté fruit (142). Cela pourrait étre lié au fait
que les processus inflammatoires soient des événements précoces dans la MP, ou que les doses

et durées employées dans les études étaient insuffisantes (142).

L'inflammation est donc un important facteur impliqué dans I'étiologie de la MP. Toutefois,
I’ensemble des mécanismes menant a son apparition, tant au niveau du SNC que de la périphérie,
est complexe, et peut étre associé a certaines des autres modifications ayant été rapportés dans
la MP. Le réle de I'a-syn a plusieurs fois été soulevé, mais le dysfonctionnement mitochondrial

est également un important facteur pouvant contribuer a son apparition.

2. La mitochondrie comme moteur des processus inflammatoires

2.1. Fonctionnement normal de la mitochondrie

Les mitochondries sont des organelles composées d’'une membrane double qui comportent leur
propre fragment d’ADN circulaire. La membrane externe de la mitochondrie régule le passage de
métabolites et d’ions, notamment du Ca?*, alors que la membrane interne forme des
invaginations permettant le maintien d’un gradient électrochimique résultant en un potentiel de
membrane négatif chez les mitochondries saines (143). L'ADN double-brins présent dans celles-
ci encode pour 13 sous-unités protéiques de la CTE, ainsi que 22 ARN de transport et 2 ARN
ribosomaux. La théorie de I'origine endosymbiotique de la mitochondrie, selon laquelle les
mitochondries proviendraient de bactéries procaryotes ayant été intégrées dans des cellules
hotes ancétres des eucaryotes, expliquerait la présence de matériel génétique spécifique a ces

organelles (144).

Les mitochondries sont des organelles dynamiques, en perpétuels cycles de fusion et de fission

(145). Elles sont responsables de la production des réserves d’énergie de la cellules, sous la forme
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d’adénosine triphosphate (ATP) (145). Elles se retrouvent ainsi en grande quantité aux sites
cellulaires ayant de grandes demandes énergétiques, notamment dans les neurones (145). La
formation de I’ATP a partir de I'adénosine diphosphate (ADP) est réalisé sous I'effet de la CTE de

la mitochondrie (94), par un processus nommé phosphorylation oxydative.

La CTE se subdivise en cinq différents complexes (94). La phosphorylation oxydative peut étre
effectuée par la séquence d’action des complexes I/1II/IV, ou lI/III/IV (94). Le complexe | est
composé de I’'enzyme NADH-ubiquinone oxydoréductase, permettant le transfert d’électrons des
NADH de la matrice mitochondriale vers I'ubiquinone (94). L'ubiquinone peut également étre
réduite par le complexe ll, la succinate déshydrogénase, lors de I'oxydation du succinate en
fumarate, dans le cadre du cycle de Krebs (94). Le complexe Il assure le transfert de I’électron de
la forme réduite de I'ubiquinone vers le cytochrome c (94). Ensuite le complexe IV, la cytochrome
c oxydase, assure le transfert de I’électron du cytochrome c vers une molécule d’O;, résultant en
la formation d’H,0 (94). Enfin, le complexe V, une ATP synthase, permet la dissipation du gradient
de proton créé, en générant un mouvement de protons (H*) vers la matrice mitochondriale. Ce
mouvement est effectué parallélement a I'ajout d’un groupement phosphate aux molécules
d’ADP, permettant la formation de I’ATP (146). La Figure 3 illustre un résumé des mécanismes

impliqués dans la phosphorylation oxydative au site de la CTE.

2.2. Stress oxydatif
Bien que la fonction de la CTE de la mitochondrie soit essentielle pour la production d’une réserve
d’énergie cellulaire sous la forme d’ATP, le processus de phosphorylation oxydative est tout de
méme associé a la production délétére de ROS (146). Ce sont principalement les complexes |, II
et Ill qui sont associés a leur production, car les ROS résultent généralement de la fuite
prématurée des électrons acheminés dans la CTE (146). Les électrons s’échappant de la CTE
peuvent induire la réduction de I'oxygene en superoxyde (02°7), qui peut étre converti par la

superoxyde dismutase pour former du peroxyde d’hydrogéne (H202) (94,146). Des processus tels
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Figure 3. — Résumé de la fonction de la chaine de transport des électrons de la

mitochondrie. (137)

Les cing complexes composant la chaine de transport des électrons de la mitochondrie se
situent dans la membrane interne de cette organelle, et effectuent la phosphorylation
oxydative (OXPHOS), qui permet la génération de I’ATP. Force proton motrice, Ap; acide a-
cétoglutarique, o-KG; flavine adénine dinucléotide, FAD; glutaminase, GLS; carnitine O-
palmitoyltransférase, CPT; carnitine-acylcarnitine translocase, CACT; protéine trifonctionnelle

mitochondriale, MPT; cycle de Krebs (cycle de I’acide citrique), TCA; Coenzyme A, CoA.

Tirée de DOI : 10.1016/j.redox.2020.101674

Article publié sous la Creative Commons Attribution-NonCommercial-No Derivatives License (CC BY NC ND) (248)

gue la réaction de Fenton peuvent enfin transformer I’'H,0; en radicaux libres avec des grands

potentiels d’oxydations, tel que I'OH® (147). D’autres protéines mitochondriales peuvent

générées des ROS et des RNS par leur activité oxydative (143).

La présence de ROS dans les cellules n’est toutefois pas uniguement néfaste. En effet, celles-ci

jouent un important role de second messager dans de nombreux processus intracellulaires, tels

gue ceux liés a la régulation synaptique et a la formation de canaux et de récepteurs (94). Par

exemple, au niveau des neurones, des taux physiologiques de ROS permettent de renforcer leur

polarisation, ce qui contribue a la plasticité synaptique (94). Les mitochondries, qui emploient
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environ 90 % de I'oxygene cellulaire, sont les organelles les plus impliquées dans la productions
de ces ROS (147). Leur quantité est, a I'état physiologique, tamponnée par les thiols

intracellulaires, tels que le glutathion et la thiorédoxine (147).

En quantité excessive, les ROS sont en revanche associés a des modifications aberrantes et
irréversibles de I’ADN, des lipides et des protéines. Il peut en résulter des dommages permanents
aux mitochondries, associés a une baisse de I'efficacité de la production de I’ATP, et a la mort
cellulaire (94). L'ADNmt, localisé a proximité de la membrane interne de la mitochondrie, et donc
du site de production principal des ROS mitochondriaux, est particulierement vulnérable au
dommage engendré par les radicaux libres, qui peuvent mener a la baisse de son nombre de
copies (143). Lorsque I’ADNmt est endommagé, la transcription des génes y étant encodés est
inhibée, pouvant a son tour nuire au renouvellement des protéines de la CTE et favoriser la

production des ROS par celle-ci (143).

2.3. Contribution aux processus inflammatoires

Les niveaux cellulaires de ROS sont impliqués dans la régulation d’une variété de processus
immuns et inflammatoires (147). L'un de ces mécanismes est la régulation de la formation des
phagocytes inflammatoires. Celui-ci prend place dans certaines cellules immunitaires ayant une
activité phagocytaire, telles que les neutrophiles et les macrophages. Ce processus, faisant partie
de I'immunité innée, s’active en réponse a la détection de pathogénes bactériens, et méne a une
hausse rapide de la production de ROS par la NADPH oxydase, une enzyme membranaire. Ces
ROS activent alors des protéases responsables de la dégradation des bactéries repérées. Les ROS
générés vont également régulés la présentation des antigénes par ces cellules, ainsi que la

production des cytokines pro-inflammatoires (147)

Ensuite, les ROS sécrétés par les mitochondries (MtROS) sont impliquées dans certains processus
régulateurs de l'inflammation. Tout d’abord, la production de MtROS en réponse a une
accumulation excessive de Ca?* par les mitochondries favorise I'activation de la voie
inflammatoire de NF-kB, ainsi que l'adhésion des leucocytes recrutés au site des cellules
endothéliales lors de la réparation tissulaire (148). Les MtROS contrélent également la

transcription et la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1B et IL-18 en régulant I'activité
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de NLRP3, impliqués dans l'activation de lI'inflammasome (149,150). Ensuite, la présence de
MtROS favorise la production de cytokines par les cellules mononucléées du sang périphérique
(PBMC) en réponse au LPS (149). Le mécanisme expliquant ce phénomene fut étudié dans les
macrophages, ou I'exposition au LPS favorise le métabolisme de I’ATP par glycolyse plutét que
par phosphorylation oxydative, ainsi qu’une hausse des niveaux de succinate (151). L’oxydation
du succinate au niveau de la mitochondrie et la hausse de leur potentiel de membrane ménent a
une importante augmentation de la production des MtROS. Ceux-ci affectent I'expression

génique vers un profil d’expression pro-inflammatoire (151).

Il est également connu que I'activation des lymphocytes T mene a des modifications métaboliques
associées a une contribution de la glycolyse plus importante que la phosphorylation oxydative
(150). Les MtROS provenant du complexe Il semblent étre essentiels au cours de I’activation des
lymphocytes CD4+ (150). Ceux-ci altérent également I'activation des lymphocytes B par la

régulation de la synthese de I’"héme (150).

Un autre procédé par lequel les mitochondries peuvent mener a l'initiation d’'une réponse
inflammatoire est par la relache de I’ADNmt (150). En effet, la dysfonction mitochondriale, ainsi
gue l'activation de certains médiateurs de I'apoptose, sont associées avec la libération du
matériel génétique de la mitochondrie dans le cytosol, ou celui-ci peut activer I'inflammasome
dépendant de NLRP3 (150) ou la voie cGAS/STING, responsable de I'initiation de la production de
la cytokine inflammatoire interféron (IFN)-B (152). Le récepteur TLRO des cellules présentatrices
d’antigenes (CPA), qui reconnait les segments d’ADN non méthylés, reconnait ’ADN de bactéries
et de virus, mais également ’ADNmt (153). Les TLR9 induisent la production des cytokines pro-
inflammatoires par I'activation de NF-kB ou des IFN de type | dans les cellules dendritiques (DC)

plasmacytoides (153).

De plus, les mitochondries sont une source importante de DAMPs, telles que I'ATP, le succinate,
les cardiolipines, les peptides N-formyle et le facteur de transcription A (TFAM), pouvant étre
reconnus par les récepteurs de reconnaissance des pathogénes des cellules immunitaires et
pouvant également induire I'activation de I'inflammasome (153,154). L’existence de ces DAMPs

est généralement expliquée par 'origine bactérienne des mitochondries (86). Par exemple, les
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cardiolipines, présentes a la membrane interne des mitochondries, sont susceptibles a I’oxydation
par les MtROS qui permet leur relache dans la circulation. Elles peuvent alors étre reconnues par
le récepteur TLR4, typiquement impliqués dans la reconnaissance de la toxine LPS des bactéries

Gram-négatives (86).

Certains mécanismes visent le maintien de I’équilibre lors d’une hausse de I'expression des ROS.
Les MtROS peuvent stabiliser la protéine HIFla, sécrétée en état d’hypoxie, pour favoriser le
métabolisme de I’ATP par glycolyse anaérobique, ce qui a pour effet de réduire la respiration
oxydative de la mitochondrie et, donc, diminuer la production de MtROS supplémentaires. HIF1a
favorise également la mitophagie. Les MtROS peuvent également activer 'autophagie par la voie
de signalisation de AMPK. (155) De plus, ils peuvent réguler I'ouverture des pores de transition
des mitochondries, impliqués dans le maintien de I'"homéostasie mitochondriale (156). Cela
résulte en la relache de davantage de ROS, pouvant mener a |’activation de la mitophagie agissant

ainsi comme un signal d’auto-élimination (149).

Ensuite, la fusion et la fission mitochondriales, qui régulent la fonction et I'élimination des
mitochondries, sont également influencées par les MtROS. Les voies de signalisation activées par
les MtROS pourraient en effet induire des modifications post-traductionnelles a I'enzyme Drp1,
régulatrice de la fission mitochondriale, qui en favorisent I'activité (155,157). Cela aurait comme
effet de faciliter la fission mitochondriale, elle-méme un précurseur de la mitophagie (155).
Parallelement, les MtROS peuvent inactivées ROMO1, et ainsi prévenir I'activation de OPA1, qui

favorise la fusion mitochondriale (155).

2.4. Régulation des mitochondries endommagées dans les pathologies

humaines
Plusieurs infections ménent a la hausse des taux circulants d’ADNmt, ce qui a mené a I’hypothese
gue la présence des DAMPs mitochondriaux sont un mécanisme de régulation de la réponse
contre les pathogenes (86). Dans des conditions saines, la relache de ces DAMPs peut en effet
étre régulée par l'induction de la mitophagie, qui permet I’élimination des mitochondries par les
autophagosomes sans exposer le systéme immunitaire a ces DAMPs (86). Ainsi, a I'état

physiologique, deux types de mécanismes permettant le maintien de la qualité des
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mitochondries : les processus d’élimination des organelles et de ces composants endommagés,
ainsi que la biogénese mitochondriale (158). Pour maintenir un état d’équilibre, ces mécanismes
opposés doivent s’effectuer au méme rythme, permettant ainsi de maintenir un volume cellulaire

constant de cette organelle (158).

Toutefois, dans les cas ou I'inflammation induite par les mitochondries n’est pas correctement
régulée, elle peut contribuer au tableau inflammatoire de plusieurs pathologies. Cela peut par
exemple étre le cas lors de dommages cellulaires graves, comme dans le cas des arréts cardiaques
ou de blessures majeures, notamment dans les cas de chocs septiques (86). Les processus
inflammatoires découlant des mitochondries ont également été impliqués dans certaines
maladies auto-immunes. Des dommages mitochondriaux ainsi que des taux anormalement élevés
de ROS ont été identifiés chez les patients avec un diabéete de type 1 et avec un lupus
érythémateux, deux maladies dans lesquelles des lymphocytes T auto-réactifs sont
anormalement activés (86). Une hausse des niveaux d’ADNmt circulant a été rapportée dans
I'arthrite rhumatoide (86). La dysfonction mitochondriale contribue également a la neuro-
dégénération dans la SEP (159). La présence d’auto-antigénes dirigés contre les mitochondries
est également un marqueur rapporté dans certaines de ces maladies ou ils semblent jouer un réle
essentiel au développement de la pathologie (160,161). Ces anticorps anti-mitochondries (MMI)
ont été catégorisés en neuf sous types (M-1 a M-9) selon leur cible moléculaire (160), comme

rapporté dans le Tableau 2.

Le rble attribué a ces anticorps est le mieux caractérisé dans la cholangite biliaire primitive (CBP),
une maladie auto-immune menant a la destruction des cellules du foie en réponse a des antigenes
mitochondriaux (162). On rapporte alors des AMA dans 90 a 95 % des individus affectés, et
certains sous-types rapportés semblent spécifiques a cette pathologie (160,162). Toutefois, le
mécanisme expliquant la spécificité de I'atteinte auto-immune au foie dans la CBP reste jusqu’a

présent incomprise, démontrant que I'impact exact de ces AMA n’est pas encore modélisé (162).
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Tableau 2. - Les différents types d’anticorps anti-mitochondries impliqués dans les

maladies humaines (160)

Type dAMA Cible moléculaire Localisation Maladie associée
Anti-M1 Cardiolipine MMI SAP, LES, syphilis secondaire
Anti-M2 Complexe a-cétoglutarate MMI CcBpP

déshydrogénase
Anti-M3 Inconnue MME LES induite par le Venocuran
Anti-M4 Sulfite oxydase MME CBP
Anti-M5 Inconnue MME, MMI  SAP, LES, SS, anémie hémolytique
Anti-M6 Monoamine oxydase B MME Hépatite induite par I'lproniazide
Anti-M7 Sarcosine déshydrogénase MMI Cardiomyopathies
Anti-M8 Inconnue MME CBP
Anti-M9 Glycogene phosphorylase  MME CBP

AMA, Anticorps anti-mitochondries; MMI, Membrane mitochondriale interne; MME, Membrane
mitochondriale externe; SAP, Syndrome anti-phospholipide; LES, Ilupus érythémateux
systémique; CBP, Cholangite biliaire primitive; SS, Syndrome de Sjoégren.

Adaptée de DOI : 10.1038/s41598-019-40900-3 (Modifications : Traduction de I’anglais au frangais, retrait de certaines colonnes)

Article publié sous la Creative Commons Attribution 4.0 International License (CC BY 4.0) (163)

2.5. Le cas de la maladie de Parkinson

Etant donné I'association entre la MP et certains génes régulateurs de la mitophagie, I'impact de
la perte de l'efficacité de ce processus est d’un intérét particulier lors de I'étude de cette
pathologie. En effet, comme décrit a la section 1.3.1., PINK1 recrute normalement Parkine a la
surface des mitochondries endommagées dans le but d’induire la mitophagie. Or, ce processus
est prévenu dans les formes familiales récessives de MP caractérisées par la perte de fonction
d’un des génes encodant ces protéines. On identifie, dans les patients avec MP due a des
mutations de PINK1/Parkine, des taux anormalement élevés d’ADNmt circulant, méme lorsque

comparé a des patients avec MP idiopathique, témoignant de cette anomalie (164).

54



L'importance de la dysfonction mitochondriale dans I’étiologie des forme familiale PINK1/Parkine
de Parkinson est supportée par les modéles animaux la reproduisant. En effet, les modéles murins
de double inactivation de Pink1 (Pink1-/-) et de PRKN (Prkn-/-) ne présentent pas de phénotype
de MP, ni méme une hausse de cytokines inflammatoires circulantes (165). Toutefois, un profil
inflammatoire, se présentant entre autres par la hausse des taux sériques d’'IL-6 et d’IFN,
apparait en présence d’un stress mitochondrial induit par un exercice exhaustif (165). Le
croisement de souris Prkn-/- avec des souris mutator, qui accumulent des mutations de ’ADNmt,
permettent de répliquer cette inflammation et d’induire I'apparition de symptédmes moteurs
médiés par la perte de ND de la SN (165). Ces deux phénotypes sont également dépendant de

I'activité de STING, une protéine activée par la présence d’ADN double-brins dans le sérum (165).

Dans les souris Pink1-/-, 'induction d’une infection intestinale par certaines bactéries Gram-
négatives mene a I'apparition de déficits moteurs secondaires a la perte de ND de la SN, ainsi
gu’au développement de lymphocytes T CD8+ spécifiques a la mitochondrie, retrouvés en
périphérie et dans le cerveau des animaux (166). La présence de ces lymphocytes T cytotoxiques
suggére ainsi une implication d’'une réponse auto-immune contre la mitochondrie dans
I’apparition de ces symptomes (166). Il est suggéré que I'exposition du systéme immunitaire a ces
antigénes mitochondriaux dépendent de la voie de la MitAP, qui est inhibée par Pink1/Parkine
(112,166). Ces résultats suggérent I'existence d’une auto-immunité dirigée contre la

mitochondrie dans la MP.

Des résultats in vivo et in vitro ont également récemment démontré qu’une forte réponse
inflammatoire, induite par traitement au LPS ou au TNF, pouvait induire une baisse temporaire
de I'expression de PRKN, suggérant que l'inflammation chronique présente dans les patients

atteints de MP pourrait reproduire une perte de fonction de ce géne (167).
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Objectifs et hypotheses

De nombreuses observations menées chez les patients atteints de MP ainsi que dans des modéles
de la maladie convergent pour démontrer I'implication de processus immunitaires dans son
étiologie. Des signes d’auto-immunité, entre autres contre la protéine a-syn, sont observés dans
la pathologie, et pourraient permettre d’expliquer une partie des phénoménes inflammatoires
rapportés. De plus, des résultats récents associent certains des genes impliqués dans la MP avec
une susceptibilité d’exposer le systeme immunitaire a des antigenes mitochondriaux et, ainsi,
créer un risque de déclencher une réponse auto-immune. L'implication de ces mécanismes dans
les formes sporadiques de la maladie reste toutefois incertaine, malgré (1) la présence de
dysfonctions mitochondriales importantes, (2) les taux anormalement élevés de lymphocytes
Th17 en périphérie et (3) 'association rapportée entre I'inflammation et I'expression de PRKN,

I'un des genes régulateurs de la MitAP.

Ainsi, le présent travail a pour objectif d’étudier la possibilité que certains mécanismes auto-
immuns spécifiques a la mitochondrie puissent étre impliqués dans les cas sporadiques de
Parkinson. De plus, I'origine de I'inflammation périphérique chronique observée chez les patients
et son influence sur les mécanismes pouvant mener a une réponse auto-immune sont également

investiguées.
Les hypotheéses de travail dirigeant ce mémoire de recherche sont les suivantes :
1- Dans la MP, I'inflammation périphérique cause une baisse de I'expression de PRKN
dans les CPA, donnant I'opportunité a la voie MDV/MIitAP de s’activer.

2- L'exposition du systéeme immunitaire des patients avec MP a des antigenes mitochondriaux
mene a la formation de lymphocytes T spécifiques a ces antigénes présents dans la

circulation sanguine.

3- Dans la MP, certaines CPA présentent un profil d’expression cytokinique dérégulé pouvant
affecter la polarisation des lymphocytes T vers un profil Th17, associé aux maladies auto-

immunes.
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1. Abstract

PINK1 and PRKN, two genes causative of familial forms of Parkinson’s disease (PD), inhibit
mitochondrial-antigen presentation. However, the mechanisms regulating their expression in
antigen-presenting cells and their impact in sporadic PD are still unclear. Hence, we investigated
the impact of aging and inflammation in PD patients’ PBMC and monocyte-derived dendritic cells
(MDDC). We also studied, using flow cytometry, the impact of mitochondrial antigens on the
specific activation of T cells from these patients’ periphery. We found that acute inflammation
leads to the reduced expression of both PINK1I and PRKN in PD patients’ MDDCs. An age-
associated reduction of the levels of PRKN in PBMC was also discovered. Finally, auto-immunity
associated Tcl17 cells from PD patients seems to be activated through the presentation of
mitochondrial antigens. Together, our results support the role of autoimmune processes

implicating the mitochondria in PD etiology.

2. Introduction

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder that leads to motor deficits. It is mainly
characterized by the degradation of dopaminergic neurons and the formation of a-synuclein (a-
syn) aggregates within the central nervous system (CNS) (168). Inflammation (169) and

mitochondrial dysfunction (170) have also been identified as other hallmarks of the disease.

Increased levels of pro-inflammatory cytokines have been detected in PD patients’ blood,
cerebrospinal fluid, and central nervous system (71,72,169,171). Activation of the microglia has
also been detected post-mortem in PD patients (39) and is believed to be an early event in the
progression of the disease (142). However, whether this inflammation is secondary to the

progression of PD or plays an active role in its etiology remains heavily debated.

A growing body of work has established a link between immune processes and the development
of PD. Various viral, bacterial and fungal infections have been correlated with PD risk (138). The
use of some immunosuppressants (140) and anti-inflammatory drugs (141) also appears to have
protective effects. In addition, many PD-associated genetic variations have an impact on immune

processes (5). Notably, a relation between variations within the HLA region (46—48), as well as the
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frequency of specific HLA antigens (49,50), with the risk of developing sporadic PD has been
reported. Recent genome-wide association study (GWAS) data have also identified shared

pathways between autoimmune diseases and PD (172).

An autoimmune component of the disease is further supported by the presence of diverse a-syn-
specific T cells in the periphery of PD (80,173). Some a-syn epitopes can trigger helper and
cytotoxic T cell response in patients (80). Interestingly, the activity level of this T cell subset
correlates with disease progression, as it is greatest during preclinical and early PD, and lowered
as the disease progresses (174). Similarly, T effector/memory activation and Treg dysfunction are
also associated with disease severity (79). It has also been shown that both CD4+ and CD8+ T cells
infiltrate the central nervous system in PD (175). In a mouse model of the disease, MHCII knock-
out was sufficient to prevent both CD4+ T cells infiltration of the CNS, and dopaminergic
neurodegeneration (176). The implication of the adaptive immune system in PD can also be
observed by the presence of high levels of a-syn-specific immunoglobulin G (IgG) in the patients’
serum during the early stages of the disease (82), and through an abnormal distribution of each

subtype of naturally occurring autoantibodies with high-affinity/avidity for a-syn (177).

The connection between mitochondrial dysfunction and PD stems in part from the presence of
PD-causing mutations on genes relevant to mitochondrial regulation (170). Notably, PINK1 and
PRKN, which can be responsible for recessive familial forms of the disease, are both regulator of
mitophagy, a process which allows for the elimination of damaged mitochondria (178). In mice,
in the absence of PINK1 or Parkin proteins, mitochondrial stress, such as Gram-negative intestinal
infections, induces the formation of SNX9-dependant mitochondrial-derived vesicles (MDVs),
which can carry mitochondrial antigens to the cell surface, exposing them to the host’s immune
system and generating autoreactive T cells specific to the mitochondria (112,166). In the same
model, this process also led to the infiltration of T cells in the brain, the degradation of
dopaminergic neurons and the apparition of PD-like motor symptoms (166). Furthermore,
mitochondrial dysfunction is not exclusive to familial forms of PD, as deficiency of the
mitochondrial respiratory electron transport chain complex NADH dehydrogenase is commonly

observed in the substantia nigra of patients (179).
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Given the association of PD and autoimmune processes, we aimed to investigate whether the
mitochondrial dysfunction witnessed in PD leads to the recognition of mitochondrial antigens by
the immune system. To do so, we measured by flow cytometry T cells response to the
presentation of mitochondrial antigens in a group of idiopathic PD patients and compared it to

the results in healthy age-and-sex-matched controls.

3. Methods

PBMC isolation

Blood samples were collected from PD patients, age-matched healthy controls (A-HC) and young
healthy controls (Y-HC) at the Centre de Recherche du Centre hospitalier de I’Université de
Montréal (CRCHUM), where all patients were diagnosed by a neurologist and signed an informed
consent approved by CRCHUM ethics committee. Chronic inflammatory and auto-immune
diseases were used as exclusion criteria, as well as any treatments that could impact immune

function. PBMC were isolated using Ficoll-Paque PLUS™ density gradient centrifugation protocol.
MDDC differentiation and activation

Circulating blood monocytes were isolated using a negative magnetic selection protocol (Miltenyi
Biotec, 130-096-537). Isolated monocytes were maintained in RPMI + 10 % FBS culture media
enriched with 40 ng/mL IL-4 (Miltenyi Biotec 130-093-921) and 100 ng/mL GM-CSF (Miltenyi
Biotec 170-076-112) for five days at a concentration of 1x10° cells/mL. IL-4 and GM-CSF were
replenished on day 3. Resulting monocyte-derived dendritic cells (MDDC) were treated with
either LPS (50 ng/mL) (InvivoGen tlrl-eblps) or enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) (1x10°
bacteria/mL) (strain E2348/69) for 6 hours on the fifth day, while control cells were kept in RPMI

+ 10 % FBS media only. Cell pellets were preserved at - 80 °C.
RNA extraction and RT-qPCR

PBMC and MDDC dry pellets were used for RNA extraction (kit: Norgen Biotek Corporation
Product # 47700) according to the manufacturer’s instruction. The cDNA was generated through
the SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit, and RT-qPCR was performed using the following
Tagman™ Gene Expression assays: 185 rRNA (Hs99999901_s1), PINK1 (Hs00260868 m1), PRKN2
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(Hs01038322_m1) and SNX9 (Hs00974600_m1). Changes in expression after treatment within a
single group could be confirmed by one sample T test. Significance between the average results

of the healthy controls and the Parkinson’s disease patients was determined by one-way ANOVA.
Beads preparation

A volume of 50 pL of latex beads were washed in 1mL of PBS under sonication. After
centrifugation, the supernatant was removed and resuspended in 50 uL purified protein mix at a
concentration of 1 mg/mL. The protein mixes were composed of BSA (BioShop, 9048-46-8), OGDH
(BioSource, MBS969587), PDH (BioSource MBS952066) or mitochondrial proteins extracted
(Miltenyi 130-094-532) from human placenta, in PBS. After a 10 minutes-sonication, the beads
were left to rotate over-night at 4 °C. Resulting beads were used within 14 days and kept at 4 °C

between each use.
T cell activation and flow cytometry

PBMCs isolated from patients were kept 5 days at 37 °Cin culture in RPMI + 10% FBS media with
1:1 beads coated with BSA, OGDH, PDH or a mitochondrial proteins (Mito-P) mix (1 uL), or with
CD3/CD28 human T cell activating beads (Thermofisher 11131D) as a positive control for T cell
activation (1 bead: 2 cells). For a million cells, a final volume of 500 uL was obtained, with
recombinant human IL-2 (20 U/mL). On day 5, the PBMCs were exposed to pm/ionomycin and
protein inhibitors containing brefeldin A (BD GolgiPlug, Ficher scientific BD 555029) and monensin
(BD GolgiStop, Fisher scientific BD 554724) as recommended by the manufacturer, in RPMI + 10%
FBS media, for 5 hours. Afterward, the PBMCs were stained with the antibodies listed in Table 3,
accompanied with a FC receptor inhibitor (Human BD Fc Block, BD biosciences 564219) and
analyzed the following day by flow cytometry, with FMO controls. Cells were fixed before
intracellular staining with BD Cytofix/Cytoperm™ and permeabilization was conducted using BD
Perm/Wash™, as per the manufacturer’s instruction. Results were analyzed and illustrated in
FlowJo. The Fold induction (Fl) of the number of helper (CD3+CD4+) and cytotoxic (CD3+CD8+) T
cells expressing each studied cytokine was determined by comparing the percentage of the
population with a positive staining when exposed to Mito-P, OGDH or PDH, relative to the

corresponding percentage with the BSA beads. A cytoscore was determined for all cytokine by
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adding together the z-score (calculated from Fl) for each cytokine for the same individual, where

Flindivi —(Average Fl4—
Z — score = ‘"d””d“‘;lt D(ev 9€ FIA-HO) The value was calculated for both CD4+ and CD8+ cells,
. A—-HC

for all individuals. Average Fl and cytoscores were compared for the A-HC and PD patients two-

tailed T test.

Table 3. - Antibodies used to stain human PBMC for flow cytometry
Target Fluorochrome Conditions Product information
Dead cells Alexa 700 15 min at RT Biotium 32011
CD3 (human) Percp/cy5.5 20 min at 4 °C BD 560835
CD4 (human) BUV737 20 minat 4 °C BD 612748
CD8 (human) APCH7 20 minat4°C BD 560179
IFN-y (human) PE O/Nat4°C Biolegend 506507
TNF-a (human) Alexa 488 O/Nat4°C Biolegend 502915
IL-17 (human) Brillant Violet 421 O/Nat4-°C Biolegend 512322
GM-SCF (human) APC O/Nat4-°C Biolegend 502310

RT, Room temperature; O/N, Over-night.

4. Results

4.1. MitAP inhibitors’ expression is repressed in PD and aging

Given the reported association between acute inflammation and reduced PRKN expression in
microglia, macrophages and neurons (167), we first aimed to determine whether similar
conditions could influence the expression of this gene in dendritic cells, due to their major role as
antigen-presenting cells (APCs). To study this relation, MDDCs were generated from monocytes
isolated from the blood of sporadic PD (sPD) patients and healthy age-matched controls (A-HC),
as reported in Table 4. When activated by LPS or gram-negative bacteria EPEC, the MDDCs'
expression of PRKN2 mRNA was decreased significantly only in the PD patients’ group (see Fig.
4B).
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Table 4. -

Participants’ characteristics by group and experiment

T cell activation

MDDC
o PBMC expression
activation Mito-p/OGDH PDH
A-HC PD A-HC PD A-HC A-HC
Y-HC PD PD
(n= (n= (n= (= (n= (n=
(n=9) (n=11) (n=4)
8) 16) 14) 19) 12) 5)
55,6/ 68,8/ 57,1/ 73,7/ | 58,3/ 60,0/
Sex (M/F) (%) 44,4/55,6 72,7/27,3 100/0
44,4 31,2 42,9 26,3 | 41,7 40,0
Age at
64,1 68,6
sample 64,1 66,9 26,8 £ 66,8 67,3 63,8t 60,5t
+ +
collection +6,5 *8,3 5,7 74 +7,7 9,2 11
7,7 6,8
(years)
Age at PD
61,3 61,4 56,5 + 55,3+
diagnosis
+8,9 5,5 7,4 10
(years)
Duration of 5,2+ 55+ 11,4 + 53+
PD (years) 3,7 3,3 5,5 2,3

A-HC, Age-matched healthy controls; PD, Parkinson’s disease; Y-HC, Young healthy controls; M,

Male; F, Female.

To establish if this inflammatory response could influence other MitAP modulators, the

expression of PINK1 and SNX9 mRNAs were also measured in the cells treated with LPS or EPEC

and compared to the levels in non-treated (NT) MDDCs from the same individual. The levels of

PINK1 from the PD group was decreased when the cells were exposed to either LPS or EPEC, while

only the EPEC treatment led to a significant decrease of PINK1 in the A-HC group (Fig. 4A). On the

other hand, SNX9 expression was unaffected in all groups and conditions (Fig. 4C). Together, these

results suggest that acute inflammatory conditions could regulate the MitAP and mitophagy

pathways in dendritic cells, as at least one of their major inhibitors was under-expressed in
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Figure 4. - Inflammatory conditions such as LPS and EPEC treatments, as well as aging,

can lower the expression of MitAP inhibitors PINK1 and Parkin

The expression of PINK1 is lowered in MDDCs from sPD patients exposed to lipopolysaccharide
(LPS) or the Gram-negative bacteria EPEC, while only EPEC significantly lowered its expression
in the A-HC group (A). The expression of PRKN2 was also lowered in the PD patients’ MDDCs in
both conditions (B). SNX9, which is required for MitAP-implicated MDV formation, was
unaffected (C). Reported values indicate log. of the expression of each gene relative to the non-
treated cells from the same individual, using S18 rRNA as a housekeeping gene. Results were
analyzed by one sample T test compared to a null value. Inflammaging did not significantly
affect the expression of PINK1 (D) or SNX9 (E) but led to a decreased expression of PRKN2 (F).
This decreased expression of PRKN2 was shown to directly correlate with age in HC based on a
linear regression (G). The expression of PINK1 tended to be lower in PD patients’” PBMCs than
in A-HC (D). Expression within the PBMC is relative to the average of the A-HC, using S18 rRNA
as a housekeeping gene, and compared to this group by one-way ANOVA. *, p < 0.05; *** p <

0.001; **** p < 0.0001. Error bars represent standard error of the mean.
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response to the pro-inflammatory treatments. This association appears strongest in sPD patients’

cells, given that both PINK1 and PRKN2 expression were significantly affected.

As the association between aging and increased circulating levels of pro-inflammatory cytokines,
or inflammaging (74), has been well established, we inquired whether the changes in resting
cytokine levels would impact the expression of circulating immune cells. We compared the mRNA
expression levels of PINK1, SNX9 and PRKN2 in PBMC from young healthy controls (Y-HC) (< 40
y.0.), the A-HC and the sPD patients (Fig. 4D,E,F). We found that the A-HC had a significantly lower
expression of PRKN2 when compared to the Y-HC, while no difference was found when compared
to PD patients (Fig. 4F). Additionally, a statistically significant association between age and
decreased PRKN2 expression was confirmed by linear regression (Fig. 4G). An association
between aging and a vulnerability to the induction of the MitAP pathway can be suspected given
this result. An impact on the regulation of mitophagy can also be suspected. Furthermore, the
expression of PINK1 tended to be abnormally low in PD patients’ PBMCs when compared to the

A-HC, suggesting that this effect may be greater in the patients.

4.2. PD patients’ cytotoxic T cells are activated by mitochondrial proteins
In the absence of either PINK1 or Parkin, a mitochondrial stress, such as an infection, can
stimulate the production of SNX9-dependant MDV (112,166). These MDV can carry mitochondrial
antigens to the cell surface and represent a risk of exposure of auto-antigens to the immune
system (166). To verify whether the reduced levels of PINK1 and PRKN associated with aging or
exposure to other inflammatory conditions led to the generation of an anti-mitochondrial specific
immune response, we exposed PBMCs from PD patients and A-HC to mitochondrial proteins
(Mito-p)-coated beads for five days, in the presence of IL-2, expecting the APCs to process the

peptides and prime the T cells present in the mix.

We also hypothesized that the use of a full mitochondrial protein extract could be impeding the
chances of having a specific recognition between T cells and their antigen, due to low relative
abundance of relevant epitopes (180). Hence, we also generated beads coated with the proteins
OGDH and PDH, which we considered to be at high risk of MDV inclusion given the important

levels of oxidative stress generated by their respective complexes (181) and numerous previous
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reports of their presence in such vesicles (166,182,183). After re-activation with ionomycin and
pma, the cells were stained and studied by flow cytometry. Amongst the viable lymphocytes, the

CD4+ T cells and CD8+ T cells populations were studied (Fig. 5A).
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Figure 5. — Flow cytometry gating to study PD patients’ T cells pro-inflammatory

cytokines expression when exposed to mitochondrial proteins

CD4+ and CD8+ T lymphocytes were studied by flow cytometry after exposure to a
mitochondrial proteins extract (Mito-p) or mitochondrial proteins OGDH and PDH (A). For all
conditions and cell subtypes, the intracellular levels of pro-inflammatory cytokines GM-CSF, IL-
17, TNFa and IFNy were quantified and compared to those of cells exposed to BSA, using a FMO
staining as a staining control. Results for CD8+ lymphocytes from a single PD patient after
exposure to OGDH was used to illustrate this quantification (B). Percentage of cytokine-positive

cells for the OGDH condition is reported (B).

The intracellular levels of four different cytokines, GM-CSF, IL-17, TNFa and IFNy, were quantified

and compared to the ones of cells exposed to BSA-coated beads (Fig. 5B). The global
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CD4+ and CD8+ T lymphocytes were studied by flow cytometry after exposure to mitochondrial
proteins (A,D), OGDH (B,E) and PDH (C,F). For all conditions, the intracellular levels of pro-
inflammatory cytokines IL-17, GM-CSF, TNFa and IFNy were quantified and compared to those
of cells exposed to BSA. A cytoscore, corresponding to the adjusted sum of the z-score for each
individual, was calculated and used to represent cytokine induction. The increase in cytokine-
expressing T cells in PD and A-HC was compared using two-tailed T test. A tendency toward

greater cytokine expression was observed in PD patients’ CD8+ T cells exposed to the mix of
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PD patients’ CD8+ T cells seem to express more cytokines upon activation by

mitochondrial proteins. Error bars represent standard error of the mean.

increase in cytokine expression was quantified in a cytoscore, corresponding to the sum of the z-
score for each cytokine, within the same condition (Mito-p, OGDH or PDH), for both cell types
(Fig. 6A-F). No noticeable difference could be observed in the cytokine induction by the CD4+ T
cells from patients or controls (Fig. 6A-C). On the other hand, a marked tendency (p = 0,0785)

toward stronger cytokine expression in the CD8+ T cells exposed to Mito-p was observed (6D),
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while the same tendency didn’t show through the OGDH and PDH results (6E,F). The observation
of the expression of each cytokine taken individually, in the Mito-p condition, allowed us to
determine that the increased response was driven by the levels of IL-17 in both the CD4+ (7A) and
CD8+ cells (7B). This effect was most noticeable in the CD8+ cells, where the difference between

the controls’” and PD patients’ cells’ response was sufficient to reach significance (7B). This
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Figure 7.—  PD patients’ CD8+ T cells’ express IL-17 upon activation by mitochondrial
proteins

CD4+ (A) and CD8+ (B) T lymphocytes were studied by flow cytometry after exposure to
mitochondrial proteins, OGDH and PDH. For all conditions, the intracellular levels of pro-
inflammatory cytokines GM-CSF, IL-17, TNFa and IFNy were quantified and compared to those
of cells exposed to BSA. The increase in cytokine-expressing T cells in PD and A-HC was
compared using two-tailed T test. A specific induction of IL-17 was observed in PD patients’
CD8+ T cells, which corresponds to a Tc17 cells activation profile. *, p < 0,05. Error bars

represent standard error of the mean.
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response was quite specific, as no change in the induction of GM-CSF, TNFa or IFNy was detected

(Fig. 7B).
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Figure 8. -  PD patients’ Tc17 can be activated by OGDH and PDH, as well as Mito-p

CD8+ T lymphocytes were studied by flow cytometry after exposure to mitochondrial proteins,
OGDH (B) and PDH (C), or the Mito-p mix (A). For all conditions, the intracellular levels of pro-
inflammatory cytokines IL-17 were quantified and compared to those of cells exposed to BSA.
A cytoscore, corresponding to the adjusted sum of the z-score for each condition for the same
individual, was calculated and used to represent cytokine induction. The increase in cytokine-
expressing T cells in PD and A-HC was compared using two-tailed T test. A specific induction of
IL-17 was observed in PD patients’ CD8+ T cells exposed to the mitochondrial proteins, which
corresponds to a Tc17 cells activation profile. The levels of co-expression of IFNy, GM-CSF and

TNFoa by the Tc17 cells was reported (D). *, p < 0,05. Error bars represent standard error of the

mean.
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When observing IL-17 cytokine induction for each individual condition, a stronger and more
frequent induction was observed for the Mito-p mix (Fig. 8A) than for OGDH (Fig. 8B) or PDH (Fig.
8C) alone. However, both selected mitochondrial proteins could induce a strong induction of IL-
17 in some PD patients. Hence, two specific mitochondrial autoantigens present in PD patients
were identified. It also appears that more mitochondrial autoantigens could be identified, given

that the vast majority of PD patients responded to the Mito-p mix.

[I-17-expressing T CD8+ cells correspond to Tcl7 lymphocytes, a subtype associated with
autoimmune diseases (184). These cells are highly plastic, and gain a cytotoxic activity when
exposed to specific inflammatory conditions, which also results the induction of IFNy production
(184). Tc17 have also been reported to be possible sources of GM-CSF and TNFa (185). To confirm
whether the Tc17 cells activated by the mitochondrial proteins also presented a simultaneous
production of the other studied cytokine, we measured the amount of double-positive Tc17 cells
in response to the Mito-p beads. These results were also analyzed by comparison to the BSA
beads (Fig. 8D). However, neither IL-17+/IFNy+, IL-17+/GM-CSF+, nor IL-17+/TNFa+ were found

to be more frequent in the PD group.

5. Discussion

PINK1 and PRKN variants can cause familial forms of PD, or act as risk factor in sporadic cases
(186,187). They also inhibit the MitAP pathway through the prevention of MDV formation and
the initiation of mitophagy (112). Given the recent discovery linking robust inflammation with the
inhibition of PRKN in cells (167), we investigated the regulatory responses influencing the

expression of these two genes and their impact in different PD-relevant conditions.

First, we tested the impact of acute inflammation in MDDCs from A-HC and sPD patients on the
expression of these two genes and found a clear reduction in the expression of both PINK1 and
PRKN in the PD group. Only one of the tested conditions, the activation by EPEC, also led to a
significant reduction of PINK1 in the control group. This could be due to the bacteria’s ability to
trigger a variety of intracellular inflammatory pathways, compared to the LPS which it carries.
Similarly, it could be theorized that the greater decrease in PRKN and PINK1 expression in the PD

patients may be a result of an enhanced inflammatory response in DCs in this condition. No
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compensatory mechanisms were observed in the expression of SNX9, which is required for MitAP-
associated MDV formation (112). Since excessive inflammation and mitochondrial dysfunction
are known hallmarks of PD cases (188), our results suggest that PINK1 and Parkin may be

chronically under-expressed in PD, thus leading to MitAP induction.

Aging is the principal risk factor for PD and has been associated with increased levels of circulating
pro-inflammatory cytokines (189). Hence, we investigated the impact of age on PINK1 and PRKN
expression and found that the expression of PRKN was negatively regulated in PBMC during aging.
This change was replicated in PD patients’ cells. A lower PINK1 expression in PBMC from PD
patients, which would have been exposed to greater levels of pro-inflammatory cytokine within

the circulation than the A-HC’s, also reinforces this association.

These results strengthen the link between inflammation and PD via the inhibition of PRKN and
modulation of PINK1 expression. Although PRKN inhibition has been demonstrated in other cell
types, our results provide the first evidence of this phenomenon in DCs. We have shown that
PINK1 expression is also modulated in this cell type, which had so far only been reported in
zebrafish (193). The association between PD and various infections (138) may be associated to
their impact on PINK1/PRKN expression in the periphery, and the induction of autoimmune
pathways. This information may help explain the association between PD and two of its major

risk factors, aging and infections.

As both PINK1 and Parkin are implicated in a common MitAP-inhibiting pathway (112), we also
asked ourselves whether their reduced expression in PD patients might have led to the exposure
of the patients’ immune system to mitochondrial autoantigens. Indeed, in a previous study, our
group has reported that a Gram-negative bacteria intestinal infection could trigger MitAP in
antigen-presenting cells and allowed for the formation of mitochondrial-specific CD8+ T cells in
Pink1-/- mice (166). Our results showed a significant and specific activation of Tc17 cells from PD
patients when presented with mitochondrial proteins. This suggests that the processes previously
observed in mice may also be taking place in humans affected by PD. However, the Tc17 cells did
not show a high expression of IFNy, the profile which would be expected upon gain of cytotoxic

activity (184).
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Tcl7 lymphocytes have been associated with various autoimmune diseases, such as multiple
sclerosis (MS), rheumatoid arthritis and psoriatic arthritis (184). Memory Tcl7 are often
correlated with chronic and persistent inflammation (184). A recent study also demonstrated an
abnormal increase in circulating Tc17 levels within the two-years period following the initiation
of PD treatment, which was also accompanied with decreased levels of Tcl and Tc2 lymphocytes
(190). IL-17A can contribute to the neuroinflammation and neuronal death in PD models (191),
and its expression by Tcl7 cells has been shown to facilitate the polarization of CD4+ T cells
toward the autoimmune disease-associated Th17 profile in a MS model (192). Interestingly, Th17
cells have also been reported to be over-represented in PD patients’ circulation and were

observed in high amount in post-mortem brains (67).

Considering the presence of infiltrating CD8+ T lymphocytes in the substantia nigra of PD patients
(65), our results suggests that an attack of the adaptative immune system against dopaminergic
neurons may be taking place, as was observed in the Pink1-/- mice model (166). Indeed,
inflammatory conditions such as infections can lead to MHC class | expression by neurons,
rendering them potential target for the cytotoxic activity of CD8+ T cells (193). This is more-so
true as Tc17 cells differentiated from naive CD8+ T cells do not exhibit any cytotoxic activity until

stimulated with pro-inflammatory cytokines, such as IL-12 (184).

MHC-1 has been shown to be expressed by dopaminergic neurons of the substantia nigra, as well
as by the norepinephrinergic neurons of the locus ceruleus, in both healthy individuals and PD
patients (194). MHC-| expression by dopaminergic neurons was found to be increased in PD
models, a phenomenon which can be exacerbated by PINK1 silencing (195). In the same study,
CD8+ infiltration in the CNS and neurodegeneration was found to be reduced when preventing

MHC-I expression (195).

Our results support a role for mitochondrial-antigen-specific Tc17 cells in the neuroinflammation
and neurodegeneration witnessed in PD and reinforces the hypothesis that autoimmune

processes may be implicated in its etiology.

However, some limitations remain in the current study, which would need to be addressed in

future research. First, we have yet to confirm to presence of APCs which would display evidence
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of MitAP. Hence, it remains unconfirmed whether the generation of the mitochondrial-specific T
cells were indeed consequent to the under-expression of PINK1/PRKN. Furthermore, the
inflammatory triggers that would result in MitAP within the periphery are only hypothesized.
Since all older individuals displayed reduced levels of PRKN, at least another factor needs to be
identified to distinguish those who will or won’t develop PD. Finally, a bigger sample size would
be required to investigate the exact proportion of PD patients which respond to the OGDH and
PDH proteins, and to verify if higher levels of IL-17+/IFNy+ may be present in the PD group’s

samples.

In sum, our study further highlights the contribution of autoimmunity and the MitAP pathway in

sporadic cases of PD.
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1. Introduction

Comme mentionné dans les sections précédentes, I'inflammation est une composante majeure
de la MP. Les phénomeénes inflammatoires centraux, particulierement ceux secondaires a
I'activation de la microglie, semblent contribuer a la progression de la pathologie par leur effets
toxiques sur les neurones, et la facilitation de la progression de I'a-synucléinopathie (196—-198).
La SN étant la zone cérébrale ayant la plus grande densité de cellules microgliales, I'impact de la
neuro-inflammation qu’elles mitigent est particulierement d’intérét dans la MP (199). Cette
inflammation contribue également a la perméabilisation de la BHE, permettant aux cellules

immunitaires périphériques d’infiltrer le SNC (199).

Les processus inflammatoires périphériques sont également altérés dans la MP, ce qui est, entre
autres, reflétés par la variation des concentrations cytokiniques en périphérie. Notamment, les
taux circulants des cytokines pro-inflammatoires TNFa, IL-1 et IL-6 sont augmentés (37,71,72).
Une pareille inflammation périphérique peut contribuer a la perméabilisation de la BHE,
permettant ainsi d’inciter la neuro-inflammation et la neuro-dégénération, y compris au site de
la SN (199,200). Elle influence également I'activation et la polarisation des cellules du systeme
immunitaire (199), tout en facilitant leur infiltration au SNC. Les signaux périphériques influencés
par l'activité immunitaire peuvent également contribuer au déclenchement de la neuro-
inflammation, entres autre via le nerf vague, dont I'ablation confére un effet protecteur contre la

neuro-inflammation et I'apparition de la MP (125,201).

En plus de représenter un facteur de risque dans le développement de la MP, les infections sont
aussi la principale cause de décés chez les gens affectés par cette pathologie (201), et elles
peuvent en accélérer la progression (202). Elles ont été suggérées d’agir comme facteur initiateur
de la MP, d{ a leur capacité a induire une réponse immunitaire systémique et transmissible au

SNC via I'axe intestin-cerveau (202).

La contribution de l'inflammation périphérique dans la MP semble ainsi majeure, mais les
mécanismes par lesquels elle peut influencer I'apparition et la progression de la maladie sont
multiples. Ainsi, notre pietre compréhension de la suite des événements inflammatoires rend

difficile d’identifier les marqueurs et cibles thérapeutiques les plus prometteurs.
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Des résultats contradictoires ont été rapportés tant qu’a la réponse inflammatoire de plusieurs
des types cellulaires pouvant étre responsable de la production des cytokines apergues en exces
dans le sang des patients avec MP. En effet, I'expression de TNFa, IL-1B et IL-6 a été rapportée
étre plus faible dans les PBMC, qui inclus des monocytes et des lymphocytes T et B, de patients
avec MP que dans les contrdles sains de méme age lors d’une activation par LPS (203).
L’expression de TNFa par la fraction isolée de monocytes et de macrophages était également plus
faible apres traitement au LPS (203). Cette hypo-fonction du systéeme immunitaire a été proposée
comme étant une source potentielle d’une vulnérabilité des patients aux complications
secondaires a des infections (203). Toutefois, le résultat inverse, soit une surexpression de ces
cytokines inflammatoires par les monocytes de patients avec MP, fut rapportée dans deux autres
études (87,204). Ces résultats laissent planer un doute quant a l'origine des cytokines pro-

inflammatoires observées dans le sérum des patients avec MP.

Les DC sont des CPA et d’importantes régulatrices de la réponse inflammatoire (205). Elles
contribuent a la régulation de l'inflammation générée tant par le systtme immunitaire inné
gu’acquis, notamment au niveau de la polarisation des lymphocytes T (205). De plus, leur niveau
sanguins est anormalement faible dans la MP (205). Ceci pourrait étre un signe de migration vers
les tissus, un processus déclenché lors d’une réponse inflammatoire, suggérant qu’elles
pourraient s’étre dirigées vers le SNC (205). Toutefois, la contribution de I'expression cytokinique

des DC au profil inflammatoire périphérique de la MP n’a pas jusqu’a présent été caractérisée.

Ainsi, pour déterminer sil’expression cytokinique des DC étaient affectées dans la MP, nous avons
générés des MDDC et étudié leur réponse lors d’'une activation par deux différents traitements,

soit I'exposition a la toxine LPS ou a la bactérie EPEC.

2. Méthodes

Recrutement des patients et isolation des PBMC

Les patients atteints de MP, ainsi qu’un groupe d’individus contréles de méme age (CTL) furent
recrutés pour participer a I'’étude au Centre de Recherche du Centre Hospitalier de I'Université

de Montréal (CRCHUM). Le diagnostic de MP fut posé par un neurologue et le consentement libre
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et éclairé fut obtenu selon un protocole approuvé par le comité d’éthique du CRCHUM. Les
maladies et traitements affectant le systeme immunitaire étaient un critere d’exclusion de
I’étude. Les PBMC furent extraits a partir d’un prélévement sanguin par séparation avec Ficoll-

Paque PLUS™, en employant la méthode de centrifugation suggérée par le manufacturier.
Isolation des monocytes et différentiation en MDDC

L'isolation des monocytes totaux fut réalisée en employant un protocole de séparation
magnétique a sélection négative (Miltenyi Biotec, 130-096-537) a partir des PBMC frais. Ensuite,
les monocytes furent conservés cing jours dans un milieu RPMI + 10 % FBS, supplémentés avec
40 ng/mL d’IL-4 (Miltenyi Biotec 130-093-921) et 100 ng/mL de GM-CSF (Miltenyi Biotec 170-076-
112), a une concentration de 1x10° cellules/mL. Les cytokines IL-4 et GM-CSF furent ajoutées de
nouveau au jour 3, en employant les mémes quantités qu’au premier jour. Les MDDC obtenues
au jour 5 furent traitées avec la toxine LPS (50 ng/mL) (InvivoGen tlrl-eblps) ou la bactérie EPEC
(1x10° bacteries/mL) (souche E2348/69) pendant 6 heures, alors que des cellules contréles furent
maintenues dans du milieu RPMI + 10 % FBS. Les surnageants de réaction et les culots de cellules,

séparés par centrifugation, furent préservés a - 80 °C.
ELISA

La quantité de cytokine IL-6 exprimée dans le surnageant par les MDDC non-traitées (NT), traitées
au LPS et traitées a 'EPEC fut déterminée a partir d’un kit d’ELISA détectant I'lL-6 humaine (R&D
Systems, DY206), en employant une dilution 1/40 du surnageant de réaction. Les manipulations
furent effectuées selon les recommandations du manufacturier, en employant le kit de réactif de

la méme compagnie (R&D Systems, DY008).
Extraction de I’ARN et RT-qPCR

L’ARN fut extrait des culots secs de MDDC (kit : Norgen Biotek Corporation Product # 47700) selon
le protocole recommandé. L’ADN complémentaire fut généré a I'aide du SuperScript™ VILO™
cDNA Synthesis Kit. Des RT-qPCR furent exécutées en employant les Tagman™ Gene Expression

assays suivant: ARN ribosomal 18S (Hs99999901 s1), /L-6 (Hs00174131 _m1l), IL-23A
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(Hs00372324_m1), IL-18 (Hs01555410_m1), IL-12A (Hs01073447_m1), IL-12B (Hs01011518_m1),
TGF-81 (Hs00998133_m1) et /L-27 (Hs00377366_m1).

Analyse statistique

L'augmentation de la sécrétion de I'lL-6 protéique dans le surnageant de réaction aprés I'un des
traitements (LPS ou EPEC) fut déterminée a partir du rapport de la concentration rapportée dans
les surnageants des cellules traitées par rapport aux cellules non traitées du méme individu. Ces
Fold induction furent comparés, entre les individus CTL et les patients, par Test de t

unidirectionnel a I'aide du logiciel Graphpad Prism (ver. 8.0.1).

Pour les RT-gPCR, les valeurs de ACt furent toujours déterminée en employant I’ARN ribosomal
18S comme gene « ménager ». Les logarithmes en base 2 des Fold changes de I'expression des

ARNm quantifiés dans les MDDC non traitées furent déterminées a partir de I’équation suivante :

loga(Fold change) = log, (2" (= (5 omcmmentaitie — ) Equation 1

Moyenne ACtpc—non traitée des CTL

Ces valeurs furent comparées entre patients et controles par Test de t bidirectionnel. Les
logarithmes en base 2 des Fold changes de |'expression des ARNm quantifiés aprés I'un des
traitements furent déterminés a partir de I'équation suivante, qui compare les valeurs
d’expression des MDDC NT et traitées provenant d’'un méme individu :

log,(Fold change) = log,(2"(— (M)) Equation 2

ACtDC—non traitée

Les logarithmes en base 2 de ces Fold change furent également comparés, entre les individus
controles et les patients, par Test de t unidirectionnel, choisie car seule une hausse des niveaux
d’ARN cytokinique était attendue, ou par ANOVA unidirectionnelle, dans le but de comparer les
sous-groupes de controles subdivisés en fonction de I'dge, et ce, a I'aide du logiciel Graphpad
Prism (ver. 8.0.1). Le méme logiciel fut employé pour effectuer les régressions linéaires entre deux

variables, pour lesquelles les R? furent rapportés.

Un cytoscore, correspondant a la somme du score z calculé a partir des logarithmes en base 2 des
Fold change de chaque cytokine, fut déterminé pour le groupe CTL et les patients, et comparés

par Test de T bidirectionnel dans Graphpad Prism (ver. 8.0.1).
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3. Résultats

Etant donnée la rareté de DC dans la circulation sanguine, particulierement dans le cas de la MP
(205), nous n’avons pas directement isolé ce type de cellule a partir des échantillons sanguins
récoltés de patients avec MP ou des CTL de méme age. Nous avons plutét employé un modele
bien caractérisé de MDDC (205,206), différenciées a partir de la fraction monocytaire du sang
périphérique. En effet, les monocytes ont la capacité de se différencier en DC lorsque soumises a
des conditions inflammatoires et les MDDC en résultant peuvent étre retrouvés dans les organes

non-lymphoides et dans les population de DC migrantes (207).

Ainsi, des MDDC furent générés, puis exposées a un traitement de 6 heures en présence de LPS
ou de bactérie EPEC. Pour chaque individu inclus dans I'étude, une fraction des MDDC fut
maintenus dans leur milieu de culture uniquement, nous procurant ainsi avec des taux initiaux
d’expression des cytokines d’intérét. La composition du groupe de patients et de CTL sains est

rapportée dans le Tableau 5.

Pour déterminer si les cellules provenant de patients avec MP semblaient avoir une plus forte
réponse inflammatoire que les MDDC des individus sains, I'induction de la sécrétion d’IL-6 par le
traitement au LPS ou a I'EPEC, mesurée dans les surnageants de réaction, furent quantifiés par
ELISA (Fig. 9A,B). Une surexpression de I'lL-6 dans le groupe avec MP fut notée uniquement lors
du traitement avec la LPS (Fig. 9A). Ce résultat confirme une tendance des DC provenant
d’individus avec la MP de présenter une réponse inflammatoire plus importante, du moins lors

de I'activation médiée par TLR4, qui détecte le LPS (208).

L'augmentation de la synthese protéique secondaire a I'activation des MDDC a été rapportée
n’étre augmentée significativement qu’aprés un délai situé entre 6 heures et 14 heures apres
traitement au LPS (208). Ainsi, nous avons recherché a confirmer si une différence était visible au
niveau de I'expression des cytokines au niveau de I'expression ’ARNm, qui s’avere étre fortement

modifiée aprés 6 heures d’activation (208).
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Tableau 5. — Caractéristiques cliniques des patients avec MP et des CTL de méme age

selon I’expérience impliquant leur MDDC

ELISA RT-qPCR

CTL MP CTL MP

(n=7) (n=16) (n=28) (n=16)
Sexe (M/F) (%) 42,9/57,1 83,3/16,7 57,1/42,9  68,8/31,2
Age lors du préléevement

63,9+6,9 67,5+£8,5 66,8+ 7,4 66,9+ 8,3
sanguin (années)
Age au diagnostic de MP

59,8+8,3 61,3+8,9

(années)
Durée de la MP (années) 6,8+4,2 5,2+3,7

MDDC, Cellules dendritiques dérivées de monocytes; CTL, Individus contrOles sains; MP,

Maladie de Parkinson; M, Male; F, Femelle.

L'augmentation de I'expression de six cytokines aprées I'activation des MDDC en présence de LPS
ou d’EPEC fut mesurée par RT-qPCR (Fig. 10A-F). L'expression des cytokines pro-inflammatoires
IL-18, IL-12A et IL-12B étaient significativement plus élevées dans les MDDC des patients avec MP
traités avec I'EPEC (Fig. 10C,D,E), tout comme la cytokine /L-27 (Fig. 10F), qui peut favoriser ou
calmer les réponses immunitaires, selon le contexte immunitaire (209). Les cytokines pro-
inflammatoires IL-6 et IL-23A (Fig. 10A,B), quant a elles, étaient exprimées similairement dans les

deux groupes.

Le traitement au LPS mena uniquement a la surexpression d’/L-12A dans les MDDC des patients
(Fig. 10D). Toutefois, I'ensemble des cytokines démontrerent une tendance a étre plus fortement
exprimées par les MDDC des patients, tant lors de I'activation par LPS que par I'EPEC. Cette

tendance fut confirmée étre significative, dans les deux conditions, en employant un calcul
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Figure 9. - Les MDDC des patients avec MP sécrétent plus d’IL-6 en réponse a la toxine
LPS

La concentration d’IL-6 dans les surnageants des cellules in vitro fut déterminée par ELISA.
Apreés 6 heures d’exposition a la toxine LPS, les cellules dendritiques dérivées de monocytes
(MDDC) provenant de patients avec maladie de Parkinson (MP) sécrétaient davantage d’IL-6
que les cellules des individus sains contréles (CTL) (A). La sécrétion d’IL-6 en réponse au
traitement de 6 heures avec la bactérie Escherichia coli entéropathogéne (EPEC), quant a elle,
était similaire entre les groupes CTL et MP (B). La comparaison entre I'induction de I'expression
de I'lL-6 dans les deux groupes fut effectuées par Test de t unidirectionnel. *, p < 0,05 L'erreur

standard de la moyenne est représentée par des barres d’erreur.

de cytoscore (Figure 11A,B). De plus, I'’ensemble de ces effets ne découlaient pas d’une différence
au niveau de I'expression de ces génes au niveau des cellules non traitées (Figure 12A-F), ces

effets nayant été observables qu’aprées I'activation des MDDC.

En observant I'impact de I'activation des MDDC sur I'expression de certaines cytokines, soit I'/L-
6, I'lL-18 et I'lL-12A, une tendance fut observée selon laquelle I'age des individus affectait
fortement la réponse, et ce, uniquement dans le groupe avec MP. Ainsi, une distinction fut
effectuée entre les individus ayant plus ou moins de 65 ans, afin de mettre en évidence I'effet

observé. La composition des individus de ces sous-groupes est rapportée au Tableau 6. Il fut de
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Figure 10. - Les MDDC des patients avec MP expriment davantage certaines cytokines

pro-inflammatoires lors de leur activation

Aprés 6 heures d’exposition a la toxine LPS ou aux bactéries EPEC, les cellules dendritiques
dérivées de monocytes (MDDC) furent récoltées et leur ARN fut extrait, puis analysé par RT-
qgPCR. L’expression des cytokines IL-6 et IL-23A étaient similaire entre les cellules des patients
avec maladie de Parkinson (MP) et les contréles sains (CTL) (A, B). L’expression de I’IL-18, de
I'IL-12A, de I'IL-12B et de I'lL-27, quant a elle, était plus forte chez les patients lorsque les
cellules étaient activées par I’EPEC (D, E, F, G), et une tendance similaire était répliquée lors du
traitement au LPS. La comparaison entre I’expression des cytokines dans les deux groupes fut
effectuée par Test de t unidirectionnel. *, p < 0,05 L'erreur standard de la moyenne est

représentée par des barres d’erreur.
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plus confirmé que I'impact sur I'expression d’/L-6 et d’/L-18 ne découlait pas principalement de la
durée de la maladie (Figure 13A-D), qui elle-méme devrait corrélée avec la durée de traitement.

Au contraire, la baisse de I'expression d’/L-12A corréle avec la durée de la MP (Fig. 13E-F).
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Figure 11. - Les MDDC des patients avec MP expriment globalement davantage de

cytokines inflammatoires lors de leur activation que les cellules controles

Apres 6 heures d’exposition a la toxine LPS ou aux bactéries EPEC, les cellules dendritiques
dérivées de monocytes (MDDC) furent récoltées et leur ARN fut extrait, puis analysé par RT-
gPCR. Le cytoscore représentant I’exces de I'expression de six différentes cytokines, soit IL-6, IL-
16, IL-23, IL-12A, IL-12B et IL-27, fut calculé pour les patients MP et les CTL sains. La
comparaison entre les cytoscores des deux groupes fut effectuée par Test de t bidirectionnel.

* p < 0,05. L'erreur standard de la moyenne est représentée par des barres d’erreur.

Analysées ainsi, I'expression d’/L-6 et d’/L-18 est significativement plus importante dans le groupe
MP que CTL chez les individus agés de 65 ans et plus, alors qu’aucune différence n’était observée
en deca de cet age (Fig. 14A,B). L'expression d’'IL-12A, elle, est sujette a |'effet inverse, alors
gu’elle n"est surexprimée par les MDDC des patients que dans le groupe de moins de 65 ans (Fig.
14C). Le taux d’expression chez les contréles, eux, ne différait pas entre les groupes pour

I’ensemble des cytokines. Ces résultats démontrent que les DC des patients avec le Parkinson
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présentent une expression cytokinique distincte et régulée par le vieillissement, tant lors de

I'activation par LPS que EPEC.
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Figure 12. - L’expression des cytokines pro-inflammatoires par les MDDC non traitées ne

differe pas entre les patients avec MP et les contréles sains

Les cellules dendritiques dérivées de monocytes (MDDC) furent générées aprés 5 jours en
culture avec de I'lL-4 et du GM-CSF. Leur ARN fut extrait, puis analysé par RT-qPCR. L’expression
des cytokines d’intérét, soit I'lL-6 (A), I'IL-23 (B), I'IL-16 (C), I'IL-12A (D), I'IL-12B (E) et I'IL-27
(F), était similaire entre les cellules des patients avec maladie de Parkinson (MP) et les contréles
sains (CTL). La comparaison entre [’expression des cytokines dans les deux groupes fut
effectuée par Test de t bidirectionnel. L'erreur standard de la moyenne est représentée par des

barres d’erreur.
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Tableau 6. — Caractéristiques cliniques des patients avec MP et des CTL de méme age

avec division des groupes a I’age de 65 ans

<65 ans 2 65 ans
CTL MP CTL MP
(n=4) (n=6) (n=4) (n=10)
Sexe (M/F) (%) 50,0/50,0 83,3/16,7 75,0/25,0 68,8/31,2
Age lors du préléevement
58,8+4,7 58,8+6,4 69,5+ 2,2 71,7+4,8
sanguin (années)
Age au diagnostic de MP
55,01+6,7 65,5+7,7
(années)
Durée de la MP (années) 3,8+1,7 6,1 +4,5

MDDC, Cellules dendritiques dérivées de monocytes; CTL, Individus contrdles sains; MP,

Maladie de Parkinson; M, Male; F, Femelle.
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Figure 13. - L’expression de I'IL-6 et de I'IL-1B par les MDDC de patients avec MP semblent

affectés par le vieillissement, alors que I'lL-12a différe avec la durée de la maladie

Les cellules dendritiques dérivées de monocytes (MDDC) furent traités pendant 6 heures avec
du LPS ou de la bactérie EPEC. Leur ARN fut extrait, puis analysé par RT-gPCRLa hausse de
I’expression de I'IL-6 et de I’IL-18 lors de I'activation des MDDC était plus importante pour les
individus plus dgés (A,C), alors que la durée de la maladie avait peu d’effet (B,D). La sous-
expression de I'lL-12A dans les patients plus dgés, elle, semble étre secondaire a la durée de la
maladie (F), plutét que le vieillissement (E). Les droites représentent la régression linéaire. Une
relation significative fut notée entre I’dge et la hausse de I'expression d’IL-6 en réponse au LPS
(A), et entre la baisse de I'expression d’IL-12A lors du traitement par EEPC et la durée de la

maladie (F). * p < 0,05.
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Figure 14. - Impact de I’dge sur I'expression des cytokines par les MDDC de patients avec

MP expriment lors de leur activation

Apres 6 heures d’exposition a la toxine LPS ou aux bactéries EPEC, les cellules dendritiques
dérivées de monocytes (MDDC) furent récoltées et leur ARN fut extrait, puis analysé par RT-
gPCR. L’expression des cytokines IL-6 et IL-18 étaient significativement plus élevée dans les
cellules des patients avec maladie de Parkinson (MP) que dans les contréles sains (CTL) au-dela
de I'dge de 65 ans (A, B). Au contraire, I'lL-12A était plus fortement exprimée dans les MDDC
des patients qui avaient moins de 65 ans uniquement (C). La comparaison entre I’expression
des cytokines dans les deux groupes fut effectuée par Test de t unidirectionnel. Aucune
différence significative n’a été observée entre les sous-groupes contrdles pour les trois
cytokines lorsque comparés par ANOVA unidirectionnelle *, p < 0,05, **, p < 0,01. L'erreur

standard de la moyenne est représentée par des barres d’erreur.
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4. Discussion

La présence d’une inflammation périphérique, mesurable par la hausse des taux sériques de
cytokines pro-inflammatoires, est I'une des caractéristiques de la MP. Un modele de MDDC fut
donc employé afin d’étudier la réponse inflammatoire des DC humaines dans le contexte de cette

maladie, dans le but de déterminer I'influence de ces cellules sur ce phénotype.

L’activation des MDDC par traitement au LPS ou par I'EPEC nous a permis d’identifier plusieurs
cytokines dont la sécrétion ou I'expression était surélevée chez les patients. Tout d’abord, les
cytokines IL-12B et IL-27 étaient surexprimées lors de |’activation par I'EPEC, et une tendance

similaire, mais non significative, fut observée lorsque le LPS était employé.

Le géne IL-12B encode pour la sous-unité protéique IL-12p40, qui entre dans la composition des
cytokines IL-12 et IL-23 lorsqu’elle forme un dimere avec I'lL-12p35 (encodée par IL-12A) ou I'IL-
23p19 (encodée par IL-23A) (210,211). En cas d’un débalancement dans I'expression de I'/L-12A
et de I'IL-12B, il est également possible que des homodimeéres d’IL-12p40 se forment et agissent
comme un antagoniste de I'lL-12 active (210). L'un des roles le plus important des cytokines IL-12
et IL-23 dans I'immunité est leur capacité a influencer la polarisation des lymphocytes T CD4+
(212). En effet, ces cytokines peuvent favoriser la polarisation vers les profils Thl et Th17,
respectivement (212). Ces deux profils sont pro-inflammatoires, mais les lymphocytes Th17 ont
particulierement été associés aux maladies auto-immunes, telles que le psoriasis, la maladie de
Crohn et la SEP (212). Plusieurs études ont également suggérées qu’un exces de Th17 et de sa

principale cytokine exprimée, I'lL-17, se présenteraient dans la MP (78).

Ainsi, I'impact de la surexpression d’/L-12B dépendra également des niveaux d’/L-23A et d’IL-12A.
Selon nos données, |'expression d’/L-23A par les MDDC ne différait pas entre les groupes avec
Parkinson et CTL. L'IL-12A, quant a elle, était surexprimée dans les patients plus jeunes, ce qui
dépendait du fait qu’ils se situaient en début de maladie. Cette perte de la surexpression de I'/L-
12A pourrait étre associée au traitement de patients, qui commencait typiquement
simultanément avec l'année du diagnostic dans notre cohorte. En effet, les agonistes
dopaminergiques et la L-dopa, utilisés comme traitement contre les symptémes moteurs de la

MP, semblent avoir un impact sur linflammation (213). Toutefois, son impact semble
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principalement affecter le SNC, car il semble découler d’une hausse de la production de ROS par
les neurones (213), ce qui n’irait pas dans le méme sens que le résultat trouvé pour I'lL-12. Ainsi,
il pourrait plutét s’agir d’'un élément normal de la progression de la MP. Il serait toutefois idéal
de pouvoir confirmer cette distinction avec un groupe de patient n’ayant pas été traités durant
plusieurs années de leur maladie et, ainsi, voir si le temps affecte ou non de la mémes facon les

niveaux d’/L-12A.

Dans ces débuts, la MP serait associée donc a une forte expression d’/L-12A et d’IL-12B par les
MDDC, qui pourrait permettre a la cytokine fonctionnelle de se former et d’induire son activité
pro-Thl. Au contraire, plus tard lors du développement de la pathologie, les MDDC ne
maintiennent qu’un exces de I'expression de I'/L-12B, favorisant la formation de I'lL-23, qui une
activité pro-Th17, ou de dimeres d’IL-12p40, qui sont anti-Th1. Ce profil correspond également a
celui rapporté au niveau protéique lors de I'étude du sérum des patients, alors que I'lL-12p40 est

surélevée, mais pas I'lL-12p70 (214).

L’IL-27 est une cytokine qui peut promouvoir ou inhiber différents processus inflammatoires
(215,216). Elle est un inhibiteur de la polarisation des Th17 (216), bien que son effet puisse étre
compensé par la présence d’autres cytokines favorisant leur polarisation, comme I'IL-6 (217). Nos
résultats démontrent une hausse de I'expression de cette cytokine par les MDDC des patients
avec MP, suggérant un effet anti-Th17. Ce résultat semble surprenant, car I'lL-27 a été rapportée
étre présente en plus faible concentration dans le sérum des individus avec MP que dans les
controles sains (218). Il est possible que certains des autres types de cellules pouvant exprimer
cette cytokine, notamment les monocytes ou les macrophages, présentent un effet
compensatoire (219). Sinon, il est également possible que la cytokine IL-27 ne soit tout
simplement pas relachée par les DC, particulierement parce qu’elle requiére la formation d’un
dimére avec la sous-unité Ebi3 avant d’étre sécrétée (219). Ainsi, il faudrait confirmer quels taux

d’IL-27 sont relachés par nos MDDC pour confirmer ce résultat.

L'IL-6 était globalement sécrétée plus fortement par les MDDC de patients avec MP lors de
I'activation avec LPS, alors que I'expression de son ARNm était plus marquée chez les patients

d’au moins 65 ans. L'/L-16 démontra une expression similaire, celle-ci étant plus élevée chez les
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patients avec MP les plus agés. Ces deux cytokines sont fortement pro-inflammatoires et sont
toutes les deux biens connues comme étant surreprésentées dans le sérum des patients
(37,71,72). Elles favorisent toutes deux la polarisation des lymphocytes T CD4+ vers un profil Th17
(220).

Au cours du vieillissement, il est normal de voir une augmentation de la sécrétion des cytokines
IL-6 et IL-1B par les MDDC associée aux processus de I'inflammaging (221). Ce changement est
associé a une diminution de I'activation de la voir PI3kinase/Akt, qui inhibe I'effet des récepteurs
TLR — qui médient la réponse au LPS — et a la perte de l'expression de la cytokine anti-
inflammatoire IL-10 (221). Ainsi, il est possible que I'augmentation de la réponse inflammatoire
dans les cas de MP proviennent d’anomalies de ces mémes voies, qui pourraient étre davantage
marqués que lors d’un vieillissement normal. Pour tester cette hypothése, I’étude plus globale de
I’ARN transcrit, par exemple par séquengage, pourrait nous permettre de rechercher des
modifications présentes uniqguement dans les MDDC des patients dans ce type de voies

immunitaires.

Une autre étape importante a venir serait de confirmer le profil cytokinique identifier chez les
patients a I'échelle protéique. De plus, il faudrait confirmer I'impact attendu sur la polarisation
des lymphocytes T, par exemple, en mesurant les taux des cellules de types Th1l et Th17 dans les

échantillons de PBMC prélevés.

Les différentes proportions des sous-types de monocytes parfois rapportée dans la MP pourraient
également aider a expliquer les modifications au niveau du profil inflammatoire des MDDC. En
effet, certaines différences ont été observées quant a I'expression cytokiniques des MDDC
dérivées des monocytes classiques et non-classiques (207). Toutefois, les résultats actuels
rapportent des taux plus importants de monocytes classiques en début de MP (86), ce qui devrait
étre associée avec une plus faible transcription de I'/L-12B (207), soit I'inverse du profil observé

chez les MDDC des patients de notre cohorte.

Considérant I'importance du role de I'inflammation dans la MP, notamment dans la fragilisation

de la BHE (222), et sa corrélation avec la sévérité des symptoOmes moteurs et cognitifs (223),
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I'identification des DC comme source importante de cytokines inflammatoires dans la pathologie

pourrait permettre d’identifier des cibles thérapeutiques nouvelles.

Ainsi, nos résultats actuels nous permettent de rapporter un profil d’expression cytokinique pro-
inflammatoire distinct chez les MDDC des patients avec MP, qui est influencé par I'age et la durée
de la maladie. Initialement, le profil présenté, riche en IL-12, devrait favoriser la polarisation des
Thl. Dans les années qui suivront, toutefois, I'expression importante de I'lL-6 et de I'lL-1B
favoriserait plutot le profil Th17, lui-méme associé a un risque d’activation de processus auto-

immuns.
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Discussion globale

Dans leur ensemble, les résultats recueillis supportent une implication de processus auto-immuns
dans la maladie de Parkinson. En effet, 'analyse de I'expression de génes encodant pour des
cytokines pro-inflammatoires dans les MDDC de patients avec MP révele un profil pro-Th17 se
développant au cours de la maladie. De plus, nous observons la présence de lymphocytes Tc17
auto-réactifs activés par des antigenes mitochondriaux chez les patients, ainsi qu’une sous-

expression, dans des CPA activées, de deux genes inhibant la MitAP, soit PINK1 et PRKN.

De plus, les données récoltées tendent a soutenir un réle majeur de la régulation mitochondriale
dans ces processus immunitaires anormaux. Le fait que la baisse de I'expression de PINK1 et PRKN
soit exacerbée lors de I'activation des MDDC, alors que leur production de cytokines pro-
inflammatoires est également augmentée, souléve la possibilité que les deux processus soient
directement associés par une voie commune. La régulation du dommage mitochondrial pourrait

étre le mécanisme associant ces deux phénomeénes.

En effet, en absence des protéines PINK1 ou Parkine, le processus de la mitophagie est inhibé,
méme sous I'effet d’un stress mitochondrial (112,224). Dans ce contexte, les ROS produits au site
de la mitochondrie menent a la formation de MDV (111) pouvant activer la MitAP (112). La baisse
de I'expression de PINK1 est associée avec une dysfonction mitochondriale et une plus grande
accumulation de ROS dans plusieurs modeles cellulaires (224,225). Ce stress oxydatif favorise en
lui-méme le maintien de la réponse inflammatoire, en contribuant a I’activation de la voie NF-kB
et de I'inflammasome, ainsi qu’a la sécrétion de cytokines (155). Les ROS sont également associés
a I'activation et la hausse de I'activité de certaines CPA, particulierement des macrophages (155),
alors que la voie NF-kB semble étre a I'origine de la baisse de I'expression de PRKN lors de la
réponse inflammatoire (167). Les défauts de la voie PINK1/Parkine pourrait donc enclencher un
cercle vicieux de stress mitochondrial et d’inflammation. Les mécanismes régulant PINK1 et PRKN,
et donc la MitAP, pourrait donc indirectement contribuer a I'état inflammatoire excessif vu dans
les CPA des patients avec MP. De plus, il a récemment été démontré que I'activité kinase de PINK1

joue un important réle dans le métabolisme des DC, plus particulierement au niveau de



I’oxydation des acides gras, et affecte leur réponse immunitaire (226). Ceci représente une autre

voie par laquelle la régulation de PINK1 pourrait modifier la réponse inflammatoire.

De plus, dans les DC, le maintien d’une activité inflammatoire est associé a une perte de la
tolérance aux auto-antigenes (221). En effet, en temps normal, les DC sont exposés a une variété
d’auto-antigénes, rendus accessibles suite aux dommages tissulaires et cellulaires (221). Méme si
ces antigenes sont phagocytés par les DC, ils ne devraient pas étre associés a des facteurs
d’activation, favorisant également une tolérance par les lymphocytes T (221). Au contraire, si les
DC se situent déja dans un état activé, ces auto-antigénes pourront mener a une réponse
immunitaire par les cellules T (221). Ce phénomene est entre autres favorisés au cours du
vieillissement, alors que I’expression de cytokines pro-inflammatoires par les DC tend a

augmenter (221).

Ainsi, I'inflammation périphérique médiée par les DC, dans la MP, pourrait étre une cause de
sensibilisation aux antigénes mitochondriaux. Le profil d’expression cytokinique mesuré chez les
MDDC des patients plus agés, incluant un exces de I'expression de I'lL-6 et de I'lL-1B, favorise
également la polarisation et les stabilisation des lymphocytes T vers les profils Th17 et Tcl7,

fréquents dans les maladies auto-immunes et inflammatoires (227).

L'activation spécifiques de lymphocytes T de type Tcl7 lors de I'exposition aux antigénes
mitochondriaux est d’intérét considérant la capacité de ce sous-type a former des cellules
mémoires IL-17+ pouvant perdurer en périphérie sur de longues périodes (227). Ces cellules, tres
plastiques, peuvent ensuite étre converties en cellules IFNy+ ou Tc2 selon le contexte
inflammatoire, ce qui permet de leur conférer une activité cytotoxique ou l'une de sécrétion
permettant la défense tissulaire locale, respectivement (227). Des cellules Th17 mémoires ont
également été rapportées en périphérie dans plusieurs maladies auto-immunes leur étant
associées, telle que la SEP, et s’associent typiquement a une phase active de progression de la
maladie (228). Ainsi, la réponse des lymphocytes Tc17, peut-étre accompagnée de Th17, lors de
I’exposition aux antigenes mitochondriaux démontre I'apprentissage par le systeme immunitaire

des patients avec MP d’une réponse auto-immune spécifique contre cette organelle. La présence
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de Tc17 spécifiques a ces antigénes pourrait étre confirmée in vitro, en employant des marqueurs

de proliférations (229).

La présence de lymphocytes Tcl7 activés et formant également de I'IFNy suggererait que ces
cellules se retrouvent dans un contexte inflammatoire favorisant le gain d’une activité
cytotoxique. Il demeure donc important de vérifier si un pareil sous type pourrait étre identifié
chez les patients avec MP. Si présentes, ces lymphocytes pourraient s’attaquer directement a des
cellules présentant des antigenes mitochondriaux sur leur CMH de classe | (227). Or, il est connu
que, dans la MP, la perméabilisation de la BHE permet le passage de lymphocytes T CD8+ vers le
SNC (65). De plus, I'intrusion de ces cellules vers la SN prend place de maniére précoce, avant sa
dégénération (65). Comme les neurones sont porteurs du CMH de classe | (127), ces données
suggérent que les Tc17 auto-immuns pourraient, via leur activité cytotoxique, mener directement
a la mort neuronale observée dans la MP. Il serait également intéressant de vérifier si un contexte
d’inflammation pourrait renforcer la prépondérance des Tc17 IFNy+, par exemple a I'aide d’'un
traitement au LPS chez les PBMC exposées aux billes porteuses des antigenes mitochondriaux.
Cela nous informerait davantage sur la plasticité de ces Tc17 et leur capacité a développer une

activité cytotoxique.

Cette explication s’alignerait parfaitement avec les résultats ayant été observés chez les souris
Pink1-/-, chez qui I'induction d’un stress mitochondrial récapitule les symptémes moteurs de la
MP en initiant la MitAP, menant a I'apparition de cellules T CD8+ anti-mitochondries et a la
dégénérescence des ND (166). De facon intéressante, le stress mitochondrial employé avec ce
modele animal pour initier cette chaine d’événement était une infection intestinale par une
bactérie Gram-négative (166). Cette méthodologie offre une potentielle explication de
I’association entre les maladies de l'intestin, qui contribuent au risque de développer la MP
(60,135,136), et l'auto-immunité. Elle suggere également que I'évenement initiateur des
phénomeénes immunitaires périphériques que nous observons puissent prendre la forme d’un
évenement inflammatoire localisé aux intestins et initiant un stress mitochondrial en périphérie.
La composition du microbiote (230) et I'activation de messages impliqués dans |'axe intestin-
cerveau (231) pourraient ensuite contribuer a la vulnérabilité des individus au développement de

la MP, car ils influencent la perméabilité de la BHE et la réponse immunitaire (232). Notamment,
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I'intensité de la réponse cytokinique en périphérie (230) pourrait initialement déterminer la

réactivité des DC et leur tolérance aux auto-antigénes.

Toutefois, pour que les DC effectuent la MitAP, un échec de I'inhibition par PINK1/Parkine doit
également prendre place. Cela aurait évidemment lieu dans les cas familiaux de MP secondaire a
une mutation de I'un des genes encodant pour ces protéines. Pour ce qui est des cas sporadiques,
nos résultats suggerent qu’une réduction de I'expression de PRKN se produirait naturellement au
cours du vieillissement dans les PBMC, qui contiennent certaines CPA. Bien que ce phénomene
ne se soit pas avéré spécifique aux individus avec la MP, il offre une explication justifiant le facteur
de risque le plus important lors du développement de la MP : le vieillissement (233). Si cette sous-
expression de PRKN en périphérie contribue effectivement a |'apparition de la MP, cela
expliquerait également pourquoi les formes familiales provenant de sa mutation, ou de celle de
PINK1, se présente a un plus jeune age (224). Bien que nous n’en avons pas observé |'expression
dans le SNC, il est aussi connu que la protéine Parkine devient en grande partie insoluble, et donc
inactive, dans le cerveau et la SN aprées I’age de 40 ans (234,235). La perte de solubilité de Parkine
semble alors découler de son exposition au stress oxydatif (234). Ces deux informations
supportent I'idée que la perte de fonction de Parkine soit présente au cours du vieillissement, et

puisse contribuer au développement de la MP.

Une autre contribution du vieillissement dans la MP reléve des anomalies rapportées en lien avec
I'immunosénescence, soit le phénomeéne par lequel le systéme nerveux accumule des
dysrégulations au cours du vieillissement (236). Au niveau des lymphocytes T, les changements
associées a I'age meénent typiquement a la réduction des cellules naives, particulierement de type
CD8+, diminuant ainsi la capacité du systeme immunitaire a réagir a de nouveaux antigénes via
I'immunité acquise (236). Ceci est associé au déclin de la réponse immunitaire contre les tumeurs
et les infections au fil du vieillissement (236). Toutefois, les patients avec MP ont une moindre
senescence réplicative que les individus controles, et ce, spécifiguement au niveau des
lymphocytes T CD8+ (236). Ce résultat indique que ces individus pourraient étre a plus grand
risque d’une reconnaissance de nouveaux antigenes au cours du vieillissement, y compris d’auto-
antigenes. Cette information pourrait expliquer que les cellules T auto-réactives que nous avons

identifiées étaient également de type CD8+.
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En périphérie, I'inhibition de PRKN au cours du vieillissement n’a pour I'instant pas été confirmé
au niveau des MDDC, ce qui représente une donnée a confirmer. Toutefois, dans ces cellules,
I'activation de la réponse inflammatoire menait a une sous-expression de PINK1 et PRKN dans les
cellules des patients avec MP, démontrant que, chez ceux-ci, certaines infections permettraient
de retrouver les condition requises a l'initiation de la MitAP (112). Pour confirmer que ce
phénomeéne est bel et bien activé dans ce contexte, il nous resterait toutefois a observer si des
MDYV se forment au sein des MDDC des patients, avec et sans la stimulation par LPS ou EPEC. Pour
ce faire, nous pourrions employer la microscopie confocale. En effet, les MDV ont précédemment
pu étre repérées en marquant certains composant des membranes mitochondriales internes et
externes, et en mesurant la baisse de leur colocalisation (237), un protocole qui pourrait étre
adapté pour étre employé dans les MDDC. L'identification de MDV dans les MDDC des patients
avec MP renforceraient I'implication des DC dans la génération et I'activation des lymphocytes T
auto-réactifs. Ces structures pourraient également étre recherchées dans d’autres maladies
associées a une réponse auto-immunes anti-mitochondries, notamment dans la CBP (162).
Ensuite, une expérience de co-culture pourrait permettre de confirmer que les MDDC activées,
et qui génerent des MDV, effectuent la MitAP si elles parviennent a entrainer I'activation des

lymphocytes T provenant du méme patient.

Les mitochondries représentent une source importante de DAMP avec un important potentiel
immunogene. En effet, de par leur similarité avec les bactéries, dont elles origine selon la théorie
de I'endosymbiose, les mitochondries peuvent étre reconnus par une grande variété de
récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (238). ADNmt, lui-méme, peut avoir une
forte activité pro-inflammatoire via I'activation de la voie NF-kB (238). Dans les modeles murins
PRKN-/- ;mutator, qui accumulent des mutations dans le génome mitochondrial, ’ADNmt pouvait
induire un stress suffisant par la voie cGAS/STING pour induire la perte des neurones
dopaminergiques (165). Ainsi, on peut supposer que 'activité des antigenes mitochondriaux dans

la MP peut provenir d’un ensemble de processus impliquant I'immunité innée et acquise.

Chez les souris Pink1-/-, I'atteinte aux ND de la SN menant a I'apparition des problémes moteurs
était spécifique a cette population neuronale, répliquant ainsi le phénotype observé dans la MP

(166). Si leur dégénérescence est bel et bien secondaire a la présentation d’antigenes
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mitochondriaux sur leur CMH, cela signifierait que ceux-ci sont générés préférentiellement chez
ces ND. La présence du CMH de classe | n’est en effet pas spécifique a cette population neuronale
(239). On peut suggérer que cette spécificité est secondaire a I'important stress mitochondrial
auquel sont soumis les ND de la SN, due a leur importante demande énergétique associée a leur
taille et leur activité pacemaker (21). Ainsi, ces neurones seraient plus a risques de former des
MDV pour réguler leurs mitochondries endommagées. De plus, dans un modele in vivo de la MP,
le stress mitochondrial généré par traitement au MPTP a été démontré mener a la surexpression
du CMH de classe | par les ND de la SN, une hausse de l'infiltration des T CD8+ dans le SNC et une
plus grande neuro-dégénération (195). De plus, les lymphocytes T des patients avec MP sont
capables d’induire la mort neuronales de neurones dérivées d’iPSC provenant de patients de
facon plus importantes que dans les neurones contréles, bien que cette activité semble médiée

par I'activité des Th17 (67).

De plus, la composition des MDV dans les neurones des souris Pink1-/- et Prkn-/- a pour l'instant
été étudiée en protéomique, mais portait peu de différence avec celle des souris de type sauvage
(240). Toutefois, comme le stress mitochondrial est requis pour induire des symptémes de type
parkinsonien dans ces modeles (165,166), il serait intéressant de I'induire pour identifier les
antigenes mitochondriaux ayant le plus de chances d’étre impliqués dans la pathogénese de la

MP.

Le passage des lymphocytes T CD8+ vers le cerveau tend a étre effectué préférentiellement par
des cellules activées, au site auquel leur antigéne est localisé (241). Ce phénomene est secondaire
a la présentation de I'antigéne sur les CMH de classe | de I'endothélium cérébral (241). Ainsi,
I'induction de la MitAP chez les neurones — méme de facon transitoire — pourrait permettre

I'intrusion du SNC par les lymphocytes T CD8+ et initier une phase d’attaque.

L’'emploi des billes porteuses de 'OGDH et de PDH nous a permis d’identifier deux protéines
mitochondriales spécifiques capables d’induire une réponse Tcl7 chez certains des patients.
Toutefois, la fraction des patients ayant répondus au mélange total de protéines mitochondriales
était bien plus grande que celle répondant a ces antigenes spécifiques. Il est donc possible qu’il

reste d’autres auto-antigénes a identifier. Les protéines OGDH et PDH ont en communs leur
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implication dans la CTE de la mitochondrie, leur localisation a risque pour I’exposition au ROS et
le fait qu’elles aient précédemment été repérées dans des MDV (166,181-183). Ces critéres
pourraient de nouveau étre employés pour identifier d’autres potentiels auto-antigénes dans la
MP. Toutefois, il n’est pas entierement possible d’exclure qu’un contaminant présent dans le

mélange de protéines mitochondriales soit responsable de cette activation.

Il serait également essentiel de caractériser davantage la population de lymphocytes Tc17 auto-
réactifs présents dans la circulation des individus souffrant de MP. En effet, I’étude de leur profil
d’expression, tant au niveau de I’ARN que protéique, pourrait nous informer davantage sur leur
implication dans la pathologie. Cela permettrait, tout d’abord, de confirmer les niveaux de cellules
IFNy+. Les taux d’expression d’autres protéines associées a la capacité cytotoxiques pourrait étre
investigués, par exemple ceux des granzymes et des perforines (229), et ce, dans des contexte de
repos et d’inflammations. Ensuite, comme la polarisation et I'induction de I’activité cytotoxiques
des lymphocytes T CD8+ est grandement dépendante d’une hausse spécifique de leur activité
métabolique (242), nous pourrions tenter d’étudier I'impact de sa modulation. L'effet du
diméthyle fumarate, un inhibiteur de I'expression de I'lL-17 diminuant I’activité des Tc17 dans les
modeles de SEP (243), pourrait étre employé comme modulateur potentiel de la réponse de ces
cellules. Enfin, certains marqueurs associés a la capacité de passer la BHE vers le cerveau

pourraient étre recherchés chez ces cellules, tel que CD69 et CD103 (244,245).

Il serait également important d’éclaircir la relation entre les caractéristiques cliniques des
patients et la présentation des signes d’anomalies affectant I'inflammation et I'immunité. En
effet, les résultats rapportés illustrent une importante relation entre I'age et la sécrétion de
cytokines par les MDDC. Similairement, la présence de certaines populations de cellules
immunitaires, en périphérie, semble étre affectée au cours du temps, chez les individus avec MP
(85,91,190). L'emploi d’'une plus grande cohorte de patients pourrait aider a confirmer la
distinction entre les effets liés a I’age et ceux qui découlent plut6t de la progression de la maladie.
Par exemple, s’il est vrai qu’une baisse transitoire de la proportion de monocytes classiques a lieu
en début de MP (85,91), cela pourrait également expliquer certaines des différences dans
I’expression cytokinique des MDDC qui en découlent. Ainsi, il serait aussi possible d’isoler certains

sous-types de monocytes (notamment les classiques et non-classiques) avant d’effectuer leur
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division en MDDC pour voir si I'une des populations semblent principalement responsable des

changements observés dans I'expression des cytokines.

De maniére plus générale, il sera pertinent de vérifier la relation entre les changements
d’expression cytokinique par les MDDC et les taux circulant des ces molécules. En effet, basé sur
nos résultats, il serait possible de croire que les taux circulants d’IL-12 pourraient étre plus élevés
en début de MP. Ensuite, il serait possible de penser que la sur-représentation des cytokines IL-6
et I'lL-1 dans la maladie puissent empirer au cours du vieillissement, bien que la distinction des
effets liés a la MP et a I'inflammaging typique puisse alors étre plus complexe. De plus, il faudrait
étre a I'affut d’un impact de ces cytokines sur les processus immunitaires pathologiques étudiés,
notamment sur la polarisation des lymphocytes T. L'investigation des ces processus pourrait
permettre d’éclaircir la relation séquentielle entre les différentes anomalies du systéme

immunitaire rapportées dans la MP, et aider a clarifier les mécanismes en cause.

Ensuite, la relation entre divers phénomeénes cliniques et les variables étudiées dans le cadre de
ce projet pourrait étre approfondie. Par exemple, si les lymphocytes Tc17 anti-mitochondriaux
sont bel et bien associés avec une attaque auto-immune des ND, on pourrait supposer que leur
taux puisse corréler avec la sévérité des symptomes, ou encore avec la vitesse de leur progression.
De plus, il est possible que I'implication immunitaire puisse varier selon les sous-types de MP.
Ainsi, une comparaison avec des cohortes affectées par certaines formes familiales de MP
pourrait permettre de vérifier si les phénomeénes observés semblent communs a I’'ensemble des
patients. Comme de nombreuses mutations associées a la MP affecte l'inflammation et
'immunité (246), il serait important d’effectuer cette vérification. Par exemple, il serait
intéressant de confirmer si la présence des Tc17 auto-immuns est identifiable chez des individus
ayant des mutations pathologiques de PINK1 ou PRKN, chez lesquels les anomalies de la MitAP
sont les plus probables. Une distinction pourrait également étre effectuée entre les patients qui
développeront certains symptomes, tels que les atteinte cognitives, qui sont associés avec une
plus grande anomalie de I’activité monocytaire (88). Similairement, il serait possible que certaines
distinction dans le profil inflammatoire et I'activité immunitaire soit identifiable entre les patients
affectés de facon plus marquée par des symptémes de tremblements ou de rigidité,

correspondant respectivement aux formes tremblante et akinéto-rigide (247). En effet, certains
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marqueurs de l'inflammation, tel que la hausse des taux circulants d’IL-6 et d’IL-4, semblent
davantage affectés dans la forme tremblante (248,249), alors que les taux d’IFNy semblent
abaissés dans les cas de tremblement séveres (249), ce qui pourrait étre associé a une différence
dans la polarisation, I'activité ou le nombre des lymphocytes T. Il est également intéressant de
noter que des cas de MP de type tremblant a progression lente semble particulierement associés
avec une étiologie fortement génétique, suggérant un lien entre ce sous-type et une implication

avec les voies fréquemment affectées dans les formes héréditaires (250).

Globalement, les résultats présentés dans ce travail supportent I’'hypothése d’une implication de
I'auto-immunité dans le développement de la MP. Nos résultats offrent donc de nouvelles
données permettant de mieux comprendre [|'étiologie complexe de cette pathologie.
L'identification d’une contribution des MDDC a lI'inflammation périphérique et la découverte de
lymphocytes T auto-réactifs spécifiques a la mitochondrie chez les patients pourraient permettre
I'investigation de nouvelles avenues thérapeutiques. A plus court terme, la présence de Tc17 anti-
mitochondries dans la circulation sanguine semble étre un phénomeéne assez spécifique aux
patients étudiés, et ces cellules pourraient s’avérer étre un biomarqueur de la MP. Il sera toutefois
nécessaire d’évaluer si ces cellules sont présentes avant ou dés les débuts de I'apparition des
symptémes. L'investigation d’une cohorte a haut risque de développer la MP, telle qu’une I'une
de patients avec TCSP (251), pourrait étre employée pour évaluer le moment ou cette population

cellulaire fait son apparition.
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Conclusion

Le présent travail avait pour but d’examiner le role de I'auto-immunité, particulierement celle
médiée par la mitochondrie, dans le contexte de la MP. Notre premiere hypothese était que
I'inflammation périphérique dans la MP induirait une baisse de I’expression de PRKN dans les CPA.
Nos résultats ont démontré qu’une pareille baisse de I’expression de I’ARN encodant pour ce gene
était non seulement présente dans les PBMC des patients, mais également dans I'ensemble de la
population agée. Toutefois, une baisse supplémentaire de son expression, ainsi que de celle de
PINK1, encodant pour protéine interagissant avec Parkine, fut documentée dans les MDDC lors
de leur activation. Ainsi, nos résultats confirment que I'expression de PRKN et de PINK1 est
moindre dans les CPA de patients avec MP que dans les individus en santé, confirmant leur

probable vulnérabilité a 'induction du phénomene de la MitAP.

Par la suite, il était attendu qui cette vulnérabilité ménerait a I'apparition de lymphocytes T
spécifique aux antigeénes mitochondriaux dans le sang des patients. Tel qu’attendu, nous sommes
parvenus a identifier une population de lymphocytes T auto-réactifs activés par la présentation
d’antigenes dérivés de la mitochondrie. Ces cellules se sont avérées appartenir spécifiquement
au sous-type Tcl7, caractérisé par I'expression de I'lL-17 et par son implication dans les maladies

auto-immunes (184).

Enfin, nous nous attendions a pouvoir identifier une population de CPA présentant un profil pro-
Th17 et spécifique aux patients avec MP. L’étude de |'expression cytokinique des MDDC traitées
au LPS ou a I'EPEC nous a permis d’identifier cette population cellulaire comme étant
probablement impliquée dans la polarisation de ce sous-type cellulaire. En effet, les MDDC des
patients agés de 65 ans et plus présentaient une hausse de I'expression de I'/L-6 et I'IL-18, ce qui
correspond au profil pro-Th17 attendu (252). Au contraire, chez les patients plus jeunes, le profil
d’expression, riche en IL-12, ressemblait davantage a un profil pro-Th1 (212), allant a I'encontre

de I’hypotheése initiale.

Dans leur ensemble, ces résultats renforcent I'idée d’une implication de phénomenes auto-

immuns dans le développement de la MP. Plus particulierement, les données rapportées



suggérent que linflammation et la dérégulation de la voie d’inhibition des MDV par
PINK1/Parkine en périphérie permettent au CPA en périphérie d’effectuer la MitAP. Cela ménerait
a la génération de lymphocytes Tcl7 anti-mitochondries qui, eux-mémes, sont a risques de
médiées directement une attaque contre les ND, et peut-étre de déclencher I'apparition de la

MP.
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