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Introduction

Premiere partie : La maladie d’Alzheimer

A. Généralités

C’esten 1907 que la maladie d’Alzheimer a été diagnostiquée pour la premiére
fois par le psychiatre et neuropathologie allemand Alois Alzheimer (1864-1915), qui lui
donnera son nom. Six ans auparavant, le Dr. Alzheimer avait entendu parler d’'une
patiente, alors agée de 51 ans, prénommée Auguste Deter ( ). Celle-ci
présente de nombreuses difficultés cognitives telles que des troubles de la mémoire
avec une difficulté a se rappeler des événements récents, un mutisme, une
désorientation et enfin des hallucinations. Il
décide donc de prendre en charge cette
patiente afin d’évaluer I'évolution de ces
symptémes. A la suite de son déces, le Dr.
Alzheimer demande a autopsier le cerveau

d’Auguste Deter. Il constate alors une

diminution de certaines zones cérébrales
associee a la presence de depots Figure 1: Portrait du Dr Alois Alzheimer
anormaux, qui seront plus tard qualifiés de  (9auche) et d’Auguste Deter (droite)
plaques amyloides et d’enchevétrements neurofibrillaires. Ces éléments constitueront
la signature histologique de la maladie d’Alzheimer. D’autres scientifiques, tels que le
psychiatre et neuropathologiste tcheque Oskar Fischer ainsi que le médecin italien
Gaetano Perusini, collaborateur du Dr. Alzheimer, ont également contribué activement
a la découverte de cette maladie.

Des lors, les recherches sur cette pathologie n’ont cessé de susciter un intérét

croissant au sein de la communauté scientifique, renforcé par le développement des



outils d’observation microscopique et [utilisation de nouvelles colorations

histologiques.

Aujourd’hui, la maladie d’Alzheimer compte parmi les maladies
neurodégénératives les plus connues et étudiées dans le domaine des neurosciences.

En cause, son incidence extrémement

MONDE 139 élevée qui fait de cette pathologie la
miAllions 10
o pe;i;’g’;ji,f;_{;‘;?é orcr S premiere cause de démence au niveau
58 d'Alzheimer* chaque année, . -
e / soit un nouveau cas mondial. En Eﬂ:et, plUS de 80 millions de
da pe':'s';lr::gz ‘ toutes les
want ivec 3 secondes personnes  étaient atteintes de
maladie

d’Alzhei a : P .
% % \ démence en 2019 et la maladie
~ d’Alzheimer représentait, a elle seule,
% \ 70% des cas ( ) (Organisation

Z

mondial de la santé 2019). Au niveau
national, on estime qu’une personne
sur cing développera la maladie
d’Alzheimer aprés 75 ans, et la France

compte a ce jour environ 1.2 million de

*source :

Alzheimer Europe, patients diagnostiqués selon les

YearBook 2019

chifres de la fondation pour la

Figure 2 : Projection du nombre de personne recherche Médicale. Selon cette méme
atteinte par la maladie d’Alzheimer dans le
monde en 2050 d’aprés Alzheimer Europe,

YearBook 2019 estimé a 225 000 chaque année.

source, le nombre de nouveau cas est

Représentant la 4™ cause de mortalité en France, sa prise en charge constitue un
enjeu de santé majeur. Avec 'augmentation de I'espérance de vie, son incidence est
appelée a croitre dans les prochaines années. En effet, les prévisions d’Alzheimer
Europe estiment que le nombre de personnes atteintes par cette maladie doublera d’ici
2050.

D’un point de vue économique, les répercussions de cette maladie sont lourdes

pour la société avec un codt annuel global évalué a 32 milliards d’euros, dont 5.3



milliards pour les colts médicaux et paramédicaux du secteur sanitaire et 3.7 milliards

pour les soins du secteur médico-social (Haut conseil de santé publique 2017).

Enfin, parmi les personnes touchées par cette maladie, il est important de
considérer les aidants et I'impact du diagnostic sur leur vie quotidienne. Aujourd’hui, il
y a environ 4,3 millions d’aidants en France (France Alzheimer, 2019). La plupart
d’entre eux sont des membres de la famille des patients et jouent un réle essentiel
dans 'accompagnement, la prévention, la coordination des soins et le maintien a
domicile des patients. lls constituent une source importante de motivation et d’aide
pour les patients et influencent considérablement leur évolution. Devenir aidant
nécessite néanmoins d’opérer des changements considérables dans son quotidien et
son travail. Des soutiens matériels, financiers et psychologiques, ainsi que des
formations concernant la prise en charge, sont alors nécessaires, ajoutant un codt
supplémentaire estimé a plus de 14 milliards d’euros (Haut Conseil de la Santé
Publique, 2017). L’ensemble de ces chiffres témoigne de I'importance des recherches
menées sur la maladie d’Alzheimer, dont les enjeux sociétaux et économiques sont

conséquents et devraient s’accentuer dans les prochaines années.

B. Formes familiales et sporadiques de la maladie d’Alzheimer

On distingue deux formes de la maladie d’Alzheimer. La premiére, dite familiale,
représente moins de 1% des cas. Cette forme trés rare et particulierement sévere,
d’origine génétique, provoque une apparition plus précoce de la maladie. Aussi
appelée forme autosomique dominante, elle se caractérise par des mutations
héréditaires situées au niveau de trois génes codants pour les protéines Amyloid
Precursor Protein (APP), préséniline 1 (PSE1) et présiniline 2 (PSE2). Il estintéressant
de noter que ces mutations, découvertes dans les années 1990, sont toutes
impliquées dans l'augmentation de la production et I'agrégation du peptide béta-
amyloide (AB) (Goate, 2006). Chez 'Homme, les génes PS1 et PSE2 sont localisés

au niveau des chromosomes 1 et 14 respectivement. Le géne de I'APP est quant a lui



situé au niveau du chromosome 21. Cette localisation particuliére est a I'origine d’'une
augmentation significative de la prévalence ainsi que d’'une apparition en moyenne
plus précoce de la maladie d’Alzheimer (environ 55 ans) chez les personnes atteintes
de trisomie 21, également appelée syndrome de Down (Hartley et al., 2015; Castro,
Zaman and Holland, 2017). C’est aujourd’hui la premiére cause de mortalité dans cette

population (Fondation vaincre Alzheimer).

Si 'on considére seulement le géne de I'APP, une trentaine de mutations
pathologiques ont été caractérisées. Ces mutations apparaissent le plus souvent a
proximité des sites de clivage de I'APP. Parmi les plus étudiées, on peut citer la
mutation « Swedish » (K595N/M596L), une double mutation adjacente au site de
clivage de I'APP par la B-sécrétase (Zhou et al., 2022). On peut aussi citer la mutation
« Osaka » qui se traduit par une délétion du codon 693 du géne APP, produisant un
mutant AR dont les capacités d’oligomérisation sont accélérées (Tomiyama and
Shimada, 2020). L’ensemble de ces mutations a conduit a '’hypothése de la cascade
amyloide, selon laquelle la présence du peptide AB seul serait suffisante pour initier
une cascade moléculaire toxique conduisant a la neurodégénérescence puis aux

manifestations cliniques de la maladie d’Alzheimer.

Si la majorité des mutations génétiques héréditaires précédemment évoquées
sont pathologiques, certaines mutations n’entrainent pas nécessairement une
apparition précoce de la maladie. De fagon surprenante, certaines semblent méme
protéger et retarder le développement de la pathologie. En effet, les travaux de
Jonsson et al. (2012) ont permis de caractériser la mutation A673T nommée
« Icelandic » qui pourrait protéger les porteurs contre le déclin cognitif (Jonsson et al.,
2012). Plus précisément, cette étude réalisée chez 1795 islandais a montré que cette
unique mutation par substitution, située prés du site de clivage de I'APP par la B-
sécrétase, est a elle seule capable d’entrainer une réduction d'environ 40 % de la

production du peptide - amyloide in vitro (Proft and Weiss, 2012).

Les formes sporadiques, ou non-familiales de la maladie d’Alzheimer, sont les
plus courantes, représentant plus de 99% des cas. Ces formes résultent d’un

ensemble complexe de facteurs génétiques, environnementaux et liés a notre mode
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de vie. Bien que ces facteurs augmentent significativement le risque de développer la
maladie, ils ne sont pas des causes directes. Etant une maladie du vieilissement, le
premier facteur de risque, et le plus évident, estl’age avec une prévalence qui doublant

tous les 5 ans a partir de 65 ans (A. Armstrong, 2019).

Les facteurs de risque principaux, aprés I'age, sont les facteurs génétiques qui
représentent entre 60 a 80% des risques (Gatz et al., 2006). En effet, plus d’'une
dizaine de genes ont été identifiés comme favorisant I'apparition de la maladie
d’Alzheimer. Parmi eux, le géne codant pour la protéine Apolipoprotéine E (ApoE) est
particulierement important, apparaissant comme le facteur de risque génétique
majeur. Ce géne, situé sur le chromosome 19 chez ’lHomme, présente trois variations
alléliques (€2, €3 et €4). L’alléle €3 est le plus courant, représentant 77 % des alléles,

contre seulement 8 % pour €2 (Strittmatter et al., 1993).

Dans le cerveau, les astrocytes sont les principaux responsables de la
production de I'ApoE. Cependant, il a été montré que les neurones corticaux et
hippocampiques pouvant également exprimer 'ApoE en réponse a des lésions
excitotoxiques (Huang and Mahley, 2014). Des analyses histologigues menées sur
des cerveaux Alzheimer humains par Namba et al. (1991) ont révélé que I'ApoE
pouvait se lier directement avec I'AB. Cette interaction accélérerait I'oligomérisation du
peptide AP et favoriserait sa stabilisation en diminuant sa clairance, de maniére
dépendante de I'isoforme (apoE4 > apoE3 > apoE2) (Namba et al., 1991; Hashimoto
et al.,, 2012; Castellano et al., 2012). Ainsi, I'expression de l'isoforme &4 seule
augmenterait de 2.6 fois le risque de développer la pathologie et ce risque
augmenterait de prés de 15 fois en cas d’une homozygotie (Farrer, 1997). A l'inverse,
I'expression de la forme €2 semblerait étre neuroprotectrice et permettrait de diminuer
la production du peptide AB de par ses fonctions neurotrophiques mais aussi
antioxydantes (Castellano et al., 2012; Brookhouser et al., 2021). Les mécanismes
conférant a l'allele €2 ces qualités neuroprotectrices restent cependant encore
incompris. Depuis la découverte du lien entre 'ApoE et la maladie d’Alzheimer,

d’autres génes ont été identifiés comme favorisant 'avancement de la maladie. Une
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La maladie d’Alzheimer

méta-analyse parue en 2022, regroupant 20 464 de malades Alzheimer diagnostiqués
cliniguement et 22 244 témoins, a notamment révélé que les genes comme Binl et
PICALM, tous deux impliqués dans les mécanismes d’endocytose, comptent parmi les

plus significatifs (Figure 3).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2122

Chromosome

Figure 3 : Manhattan plot de I’association pangénomique travaillant sur la maladie d’Alzheimer
(20 464 cas de MA diagnostiqués cliniguement et 22 244 témoins ont été rassemblés dans 15
pays européens) (Bellenguez et al., 2022). Les loci présentant un signal significatif a I'échelle du
génome sont annotés (loci connus en noir et nouveaux loci en rouge). La ligne pointillée rouge
représente le niveau de signification a I'échelle du génome (p = 5.10%) et la ligne pointillée noire
représente le niveau de signification suggestif (p = 1.10®).

b) Facteurs de risque environnementaux

Il est aujourd’hui reconnu que certains facteurs environnementaux favorisent
I'apparition de la maladie d’Alzheimer. Contrairement aux facteurs génétiques, les
facteurs environnementaux peuvent étre modifiables. En l'absence de traitement
efficace a ce jour, la connaissance de ces derniers, qui sont nombreux, permet
d’adopter des comportements préventifs susceptibles de réduire considérablement le
risque de développer la maladie. Par conséquent, les recherches visant a identifier ces

facteurs de risque constituent un enjeu de santé publique.
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La premiére catégorie de facteurs environnement influencant I’émergence de la
maladie sont les facteurs de risque cardiovasculaires. Le principal d’entre eux est
I’hypertension. L'hypertension est actuellement définie comme une pression artérielle
systoliqgue (PAS) supérieure a 140 mm Hg et/ou une pression diastolique (DBP)
supérieure a 90 mm Hg. On estime que I'hypertension affecte 25 % de la population
générale, avec une prévalence de 50 % chez les personnes agées de plus de 70 ans
(Dickstein et al.,, 2010). L'utilisation de traitements antihypertenseurs semblerait
réduire l'incidence du déclin cognitif chez les personnes agées. Cet effet protecteur
des médicaments antihypertenseurs, rapporté par I'étude de KUNGSHOLMEN, serait
d’autant plus marqué chez les porteurs de l'alléle apoE4 mentionné précédemment
(Guo et al., 2001; Skoog and Gustafson, 2006).

Un autre facteur de risque avéré est le diabéte, en particulier le diabéte de type
2. En effet, plusieurs études ont souligné I'impact de I'altération du métabolisme du
glucose sur I'apparition et la progression de la maladie d’Alzheimer, au point que
certains le considére méme comme le « diabéte de type 3 ». Cette association pourrait
étre expliguée par l'implication du glucose dans certaines modifications post-
traductionnelles ou encore par son réle dans le phénomene de désensibilisation a
I'insuline (Lebovitz and Banerji, 2004; Jayaraj, Azimullah and Beiram, 2020; Gonzalez
et al., 2022). De plus, l'altération de I'action de l'insuline dans le cerveau semble aussi
contribuer a l'accumulation d'AB (Alford et al., 2018). Ce phénomene est largement
observé chez les personnes souffrant d’obésité, constituant elle-méme un autre
facteur de risque dans I'apparition de la maladie d’Alzheimer (Flores-Cordero et al.,
2022).

Enfin, 'hygiéne de vie occuperait une place centrale parmi les facteurs de
risque. Notre alimentation et la consommation de certaines substances telles que le
tabac et I'alcool peuvent également favoriser le développement de la maladie (Graves
et al., 1991; Cataldo, Prochaska and Glantz, 2010; Piazza-Gardner, Gaffud and Barry,

2013). Les effets peuvent étre directes, comme pour les benzodiazépines,

13



médicaments largement prescrits en raison de leurs propriétés anxiolytiques,

hypnotiques et myorelaxantes.
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Figure 4 : Principaux facteurs de risque de la maladie d’Alzheimer (adaptée de Sahebkar et al.,
2021) Les facteurs génétiques (orange) et environnementaux (bleu) illustrés dans cette figure sont les
plus courants.

Ces médicaments sont connus pour entrainer une diminution du Brain-Derived
Neurotrophic Factor (BDNF) qui module la transmission synaptique et affecte
I'expression du géne APP (Jovanovic et al., 2004; Ettcheto et al., 2020).L’exposition a
certains métaux tels que le plomb ou le mercure (Chin-Chan et al., 2015), la
consommation de tabac et d’alcool, ainsi qu’une alimentation déséquilibrée couplée a
un mode de vie sédentaire pourraient, quant a eux, avoir un effet indirecte, en
contribuant a I'apparition de I'obésité, du diabéte et de I'hypertension. En revanche,
une bonne hygiene de vie associée a la pratique d’une activité physique réguliére et
la préservation d’activités sociales et intellectuelles, pourrait aider a retarder
I'apparition de la maladie (Sattler et al., 2012; Santos-Lozano et al., 2016). Cette liste,

bien que non exhaustive, des différents facteurs de risque, qu’ils soient génétiques ou
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environnementaux ( ), souligne la complexité et la diversité des éléments
pouvant favoriser I'apparition de la maladie d’Alzheimer, ajoutant ainsi un niveau de

complexité a sa compréhension.

C. Aspects clinigues de la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative le plus souvent
associée a une perte de la mémoire. Bien que la perte de mémoire constitue I'un des
premiers signes de la maladie, une pléiade d’autres symptdmes peuvent également
se manifester, et leur évolution peut varier en fonction des individus. On relate ainsi
une dizaine de signes qui, s’ils sont récurrents et pergus par le patient et/ou son
entourage, doivent inciter a la prise de rendez-vous médicale en vue d’'un diagnostic.
Les symptémes les plus communs sont les suivants :

- Les troubles de la mémoire : c’est dans un premier temps la mémoire a court

terme qui est affectée, puis, la progression de la maladie altere la mémoire a
long terme.

- Le troubles du langage : la personne a des difficultés a trouver ses mots ou

employer les termes appropriés.

- La difficulté a accomplir des taches de la vie quotidienne telles que la

préparation des repas, s’habiller, ou encore conduire.

- La perte de motivation.

- La désorientation dans le temps et I'espace : la personne peut se perdre dans

un endroit qui lui est pourtant familier.

- La perte d’objet.

- La difficulté de raisonnement : la personne doit étre assistée pour des taches

administratives comme payer ses factures.

- Les changements d’humeur et de personnalité.

- L’'incapacité de reconnaitre des personnes ou des objets familiers.

Ces signes témoignent de la dégradation des fonctions cognitives et impactent

profondément la qualité de vie des patients et de leur entourage. A mesure que la
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maladie progresse, ces symptdbmes s'aggravent, entrainant une perte totale
d'autonomie pour les patients. Les difficultés croissantes peuvent rendre les taches
guotidiennes impossibles a accomplir sans assistance, ce qui conduit souvent a la

nécessité d'une prise en charge dans des structures médicales spécialisées.

Sil'on s’intéresse au décours de la pathologie, trois stades de démence ont été décrits
et permettent d’appréhender son avancement ( ). Chaque stade est alors
déterminé en évaluant I'étendue des symptdmes cognitifs (avec le score MMSE pour
Mini Mental Status Examination), comportementaux et neurologiques qui lui sont

spécifiques (Lopez and DeKosky, 2008; Bellenguez et al., 2022) :

- Le stade asymptomatique

Ce premier stade asymptomatique peut perdurer plus d’'une dizaine années. Les
symptémes cliniques sont alors imperceptibles et n’ont pas encore d’incidence sur la
vie des patients. En revanche, les perturbations au niveau cérébral ont déja

commencé.

- Le stade prodromal

Aussi appelé MCI pour Mild Cognitive Impairment ou déficit cognitif 1éger en
francais, ce stade peut persister jusqu’ 5 ans. Les symptdmes, dont la sévérité peut
étre tres variable d’un individu a l'autre, peuvent rester trés légers sans pour autant
affecter le quotidien des personnes. En conséquence, ce stade peut étre difficile a
détecter. Les patients peuvent toutefois présenter des troubles de la mémaoire tels que
I'oubli de faits récents, ainsi que des difficultés & accomplir les taches quotidiennes. A
ce stade, les patients peuvent étre en mesure de détecter ses changements pour en

rendre compte a leur entourage et/ou organiser les soins.
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- Le stade de démence

Considérée comme syndrome chronique ou évolutif, la démence désigne une

grave détérioration des fonctions cognitives et la perte progressive de l'autonomie. On
distingue trois phases de démence : la démence légere, modérée et sévere.
La démence légere se caractérise par des troubles affectant la plupart des fonctions
cognitives. Les patients peuvent également avoir des difficultés a reconnaitre leur
entourage et présenter les premiers signes de changement d’humeur et de
dépendance, nécessitant parfois un accompagnement pour certaines taches
quotidiennes. Ce stade est donc décisif pour les aidants qui seront davantage
impliqués dans le parcours de soin.

Au stade modéré de la démence, les personnes ont davantage de difficulté a
accomplir des taches multiples comme s’habiller ou se laver. L’apathie et les
changements d’humeur sont exacerbés.

Enfin, au stade le plus avancé et sévere de la démence, la capacité des patients
a communiquer est gravement affectée. En raison des atteintes cérébrales,
notamment au niveau des régions responsables du mouvement, une assistance et des

soins réguliers sont désormais nécessaires.

Alzheimer’s Disease (AD) Continuum*

. Mild Cognitive Dementia Due to AD Dementia Due to AD Dementia Due to AD
Preclinical AD .
Impairment Due to AD Mild Moderate Severe
I I I I I
No symptoms but Very mild symptoms Symptoms interfere Symptoms interfere Symptoms interfere
possible biological that may not interfere with some everyday with many everyday with most everyday
changes in the brain with everyday activities activities activities activities

Figure 5: Evolution des stades cliniques de la maladie d’Alzheimer (Alzheimer’s Association
2024 Alzheimer’s Disease Facts and Figures). Sur cette figure apparaissent les différents stades
de la maladie d’Alzheimer et les symptdomes associés. Le stade asymptomatique « Preclinical
Alzheimer's disease (AD) » précede le stade MCI et enfin les stades de démence légere (mild),
modérée (moderate) et sévere (severe).
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L’'une des principales difficultés de la maladie d’Alzheimer est d’établir son
diagnostic le plus rapidement possible afin de pouvoir mettre en place un traitement
susceptible d’atténuer les symptémes cognitifs. Actuellement, le diagnostic repose sur
la mesure de deux parametres principaux. Le premier est I'évaluation des symptomes
cognitifs a I'aide d’un panel de tests neuropsychologiques. Le deuxieme est I'évolution
de deux biomarqueurs, le peptide ABaz et la protéine Tau. Ces biomarqueurs sont
associés aux deux lésions caractéristiques de la maladie, & savoir les plaques
amyloides, également appelées plagues séniles, et les dégénérescences
neurofibrillaires (DNFs). Bien que ces deux biomarqueurs soient cruciaux, la
contribution de la protéine Tau a la maladie d’Alzheimer sera abordée de maniere

limitée dans ce manuscrit, car elle n’a pas été étudiée durant ma thése.

Parmi les tests neuropsychologiques utilisés, on retrouve le test MMSE,
précédemment évoqué. Ce test d’'une quinzaine de minutes consiste en une série de
30 questions permettant d’évaluer I'orientation spatio-temporelle, 'apprentissage, le
calcul, la transcription d’information, le langage et la praxie. A l'issue de ce test, un
score est calculé et permet d’établir le stade de progression de la maladie (L6pez and
DeKosky, 2008). D’autres tests, évaluant les mémes parameétres, sont aussi
couramment utilisés tels que le test bien connu de I'horloge ( ) (Sunderland et
al., 1989).

Outre I'évaluation des aptitudes cognitives des patients, I'imagerie cérébrale est
aussi utilisée pour préciser ou confirmer les résultats des test neuropsychologiques.
L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) est 'une des méthodes les plus utilisées
actuellement. Cette technique non invasive, dont la sensibilitt n'a cessé de
s’améliorer, permet de suivre le niveau d’atrophie cérébrale et ainsi de prédire avec
précision le stade d’avancement de la maladie (Kehoe et al., 2014; DeTure and
Dickson, 2019). L’'imagerie par tomographie par émission de positron (TEP) est
également largement employée. Cette technique d’imagerie nucléaire nécessite
l'injection d’'un produit radioactif ou traceur, qui permet de suivre le métabolisme des

cellules (Coleman, 2007).
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Si 'un des traceurs les plus couramment utilisé est le fluorodéoxyglucose
(FDG), qui permet de suivre la consommation de glucose cérébral, la TEP a également
bénéficié d’améliorations importantes permettant désormais de suivre avec exactitude
les dépodts amyloides et tauopathiques caractéristiques de la pathologie Alzheimer. On
parle désormais de TEP-amyloide ou de TEP-tau, en référence aux analyses utilisant

les traceurs permettant de visualiser les plaques amyloides ou la protéine Tau, a savoir

le composé B de Pittsburgh et le 18F-flortaucipir, respectivement (Martinez et al.,
2017; Tanner et al., 2022).
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Figure 6: Test de I’horloge de (adaptée de Sunderland et al.1989). Cette figure illustre la fagon
dont est représentée I'horloge au cours du test de Sunderland visant a évaluer le stade de progression
de la maladie d’Alzheimer ainsi que le score attribué aux différents dessins.

Enfin, la technique de diagnostique privilégiée en France est la ponction

lombaire qui permet de détecter et suivre I'évolution du peptide A4z ainsi que de la

protéine Tau dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) (Rosenmann, 2012).

D. Stade préeclinique et biomarqueurs
Au cours des derniere décennies, les recherches menées sur la maladie
d’Alzheimer ont bouleversé notre compréhension de la pathologie ainsi que les

stratégies thérapeutiques associées, lesquelles seront évoquées dans un prochain
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chapitre. On a longtemps considéré que la présence de lésions cérébrales, notamment
les plaques amyloides, constituaient I'élément central a I'origine des troubles cognitifs.
Les stratégies thérapeutiques alors proposées avaient pour but de diminuer ces
|ésions. Cependant, I'observation de ces plaques chez des individus ne présentant
aucun probleme cognitif a remis cette hypothése en question (Dickson et al., 1992).
En outre, chez les patients atteints d’Alzheimer, I'apparition de ces plaques intervient
le plus souvent lorsque les troubles cognitifs sont déja perceptibles et irréversibles. Il
est alors devenu évident que, pour étre pleinement efficace, le traitement devait étre
administré le plus tot possible, avant méme I'apparition des premiers symptémes. Par
conséquent, la détection du stade préclinique de la maladie d’Alzheimer est devenue

I'un des enjeux majeurs des recherches actuelles.

Pour harmoniser et préciser les critéres diagnostiques du stade préclinique,
I'objectif principal réside désormais dans l'identification de biomarqueurs spécifiques
de cette phase asymptomatique. Ce défi est complexe puisqu’aucun symptéme ne
permet la détection de ce stade chez les patients. En conséquence, les biomarqueurs
utilisés pour les phases précliniques proviennent principalement de recherches
menées chez des patients au stade prodromal ou MCI, et ne permettent pas encore
d’établir le diagnostic de facon définitif. En effet, le stade MCI se caractérise par des
performances cognitives inférieures a celles attendues pour des personnes de leur
age. Cependant, si certains patients MCI évoluent vers le stade de démence (relative
ou non a la MA), d’autres ne présentent aucune progression des symptémes et ne
développent pas de démence. Certains voient méme leur état s'améliorer (Drago et
al., 2011).

Néanmoins, I'évaluation de la progression des symptomes et la confirmation
post-mortem du diagnostic permettent la réalisation d’études rétrospectives. Ces
études ont permis divers biomarqueurs classés selon trois catégories: les
biomarqueurs protéiques, les atteintes de la morphologie et de la connectivité

cérébrale et enfin les marqueurs d’activité neuronale.
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Dans cette premiére catégorie de biomarqueurs sont regroupés les protéines
directement quantifiables dans le plasma ou le LCR et dont I'évolution permet de
prédire I'apparition de la maladie d’Alzheimer. Parmi ces biomarqueurs, on peut tout
d’abord citer la réduction notable du peptide AB42 dans le plasma.

Une étude réalisée sur 62 patients atteints de troubles cognitifs Iégers (MCI), dont 43%

Carriers

Noncarriers

Estimated Yr from
Symptom Onset

Figure 7. Dépot AB dans la maladie d'Alzheimer autosomique dominante des années avant
I'apparition prévue des symptdémes cliniques (Bateman et al., 2012). Le panneaux comparent les
dépbts fibrillaires d’ AR, mesurés par TEP a I'aide du composé B de Pittsburgh (PIB) chez des porteurs
et des non-porteurs de mutations autosomiques dominantes de la maladie d'Alzheimer, 20 ans
(panneau A), 10 ans (panneau B) avant la date estimée d'apparition des symptdmes. Le panneau C
montre des dépbts supplémentaires d'A au moment estimé de I'apparition des symptémes.

ont été ultérieurement diagnostiqués avec la maladie d'Alzheimer, a révélé une
diminution du ratio AP42/AB4o, associée a une augmentation de 70% du risque de
progression du stade MCI vers la maladie d'Alzheimer (Pérez-Grijalba et al., 2018).
Cette réduction du peptide ABs2 a également été détectée dans le LCR, et de
nombreuses analyses ont confirmé une baisse significative du peptide A4z, pouvant
survenir plusieurs décennies avant l'apparition des premiers symptomes. A ce propos,
les travaux de Bateman et al. (2012), menés sur 128 patients porteurs de mutations
des formes familiales de la maladie d'Alzheimer (APP, PSEN1 ou PSEN2), ont aussi

montré une diminution du niveau d’Afs2 dans le LCR, détectable 25 ans avant
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l'apparition des altérations cognitives. Parallelement, des dépbdts amyloides ont
€galement été caractérisés par TEP scan ( ). Ces dernieres modifications
semblant se produire 15 ans avant I'apparition des premiers symptdomes (Bateman et
al., 2012; Bousiges et al., 2016).

L’autre biomarqueur a avoir suscité un intérét croissant dans le diagnostic des
phases prodromales de la MA est la protéine Tau. En effet, 'excés de cette protéine
dans les stades avancés de la MA a conduit la communauté scientifique a explorer
son potentiel pour la détection précoce de la pathologie. De nombreuses études ont
confirmé cette hypothése en mettant en évidence une augmentation de Tau ainsi que
de sa forme phosphorylée (pTau) dans le LCR (Andreasen and Blennow, 2005;
Bateman et al., 2012). Il est d’ailleurs rapporté que pTau est particulierement
pertinente dans le diagnostic du stade MCI puisqu’ elle serait plus spécifique des

démences évoluant vers Alzheimer (Buerger et al., 2002).

Outre ces biomarqueurs protéiques prodromaux, d’autres protéines présentes
dans le LCR font également I'objet d’'une attention particuliere. Parmi elles, on retrouve
notamment la neurogranine, une protéine post-synaptique impliguée dans les
processus de mémorisation. Son expression augmenterait durant le stade MCI et
pourrait prédire I'évolution vers le phénotype Alzheimer (Kvartsberg et al., 2015).
L’augmentation du niveau des protéines présynaptiques SNAP-25 et synaptotagmine-
1, mises en jeux dans la libération des neurotransmetteurs, semblerait également
pouvoir prédire la progression du stade MCI vers la maladie d’Alzheimer (Camporesi
et al., 2020).

En complément de ces biomarqueurs présents dans le LCR ou le plasma, les
techniques d’imagerie ainsi que les biopsies de cerveaux réalisées chez des patients
MCI, peu de temps apres leurs déces, ont révélé d’autres déterminants des phases
précoces. Par exemple, une perte synaptique notable a été observé, touchant

majoritairement I'’hippocampe chez ces patients. Les analyses de microscopie
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électronique effectuées par Scheff et al. ont montré une réduction de 18 % du nombre
de synapses dans le stratum radiatum de la région CA1 de I'hippocampe, chez des
patients MCI, dont 55 % ont ensuite été diagnostiqués comme atteints de la maladie
d'Alzheimer (Scheff et al., 2006, 2007).Ces résultats ont été corroborés par des
acquisitions réalisées par imagerie a résonance magnétique (IRM) chez une vingtaine
de patients MCI, qui ont également montré une perte synaptique significative,
particuliérement marquée dans la région CA1 de I'hippocampe (Mueller et al., 2010).

Parallelement, des analyses magnétoencéphalographies (MEG) ont montré une
diminution de la connectivité fonctionnelle de I'’hippocampe chez les patients MCI. Ces
études ont révélé une baisse significative des connexions entre I'hippocampe et les
structure temporaux-médiales ainsi que les régions occipitales ( ) (L6pez-Sanz
et al., 2017; Yan et al., 2020).
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Figure 8 : Diminution de la connectivité fonctionnelle de I’hippocampe (adaptée de Yan et al.,
2020). Les régions ont été cartographiées sur la surface du cerveau a l'aide de BrainNet Viewer. Les
résultats montrent une réduction de la connectivité fonctionnelle sous-régionale de I'hippocampe
dans la Maladie d’Alzheimer (AD) par rapport au stade MCI (A) et une réduction de la connectivité
du stade MCI par comparaison aux patients sains (NC) (B). Les couleurs se rapportent a I'échelle
des scores t indiquée sur la figure.
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Une perte synaptique importante, comme mentionné précédemment, peut
engendrer des perturbations dans la transmission neuronale. Par conséquent, les
neurones survivants doivent compenser et assurer la transmission au sein des circuits
hippocampiques modifiés par la neurodégénérescence. Cette observation a conduit &
I'hnypothese d'une modification de I'activité neuronale au stade prodromal. En effet, en
utilisant I''RM fonctionnelle (IRMf) chez des patients atteints de MCI, l'activité de
I'hnippocampe a été mesurée. Plusieurs études ont mis en évidence une hyperactivité
neuronale, se traduisant par une activation accrue de I'hippocampe lors de tests de
mémorisation. De maniére intéressante, cette hyperactivité, observée au début du
stade MCI, évolue ensuite vers une hypoactivité similaire a celle observée chez les
patients atteints de la maladie d'Alzheimer(Dickerson et al., 2005; Celone et al., 2006;

Sperling, 2007).
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Figure 9: Evolution potentielle des biomarqueurs et de I’hyperactivité neuronale au cours de la
maladie d’Alzheimer (adaptée de Koelewijn et al., 2019). La courbe rouge représentant I'’hyperactivité
neuronale est 'un des premiers événements caractérisés chez les patients. L'activité excessive est
perceptible au début du stade prodromal et évoluera en hypoactivité a mesure que la pathologie se
développe. Parallélement a cette hyperactivité, I'expression des biomarqueurs protéiques, illustrée par
la courbe violette, augmente rapidement dés le stade MCI.
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Le maintien d'une hyperactivité comme signe précurseur de la maladie
d'Alzheimer peut sembler contradictoire alors que le nombre de synapses et la
connectivité hippocampique diminuent. Cette association paradoxale a d'abord été
interprétée comme un mécanisme de compensation temporaire, ou les neurones
tentent de contrer les perturbations sans provoquer de déclin cognitif notable.
Cependant, I'hyperactivité hippocampique observée par Quiroz et al. (2010) chez des
patients porteurs de mutations familiales d'Alzheimer, comme la mutation PS1,
suggére que I'hyperactivité joue un réle crucial dans le développement de la

pathologie(Quiroz et al., 2010; Sepulveda-Falla, Glatzel and Lopera, 2012).

Il parait intéressant de noter que cette hyperactivité chez les patients MCI peut
provoquer des crises d'épilepsie, contribuant a I'aggravation des troubles
cognitifs (Vossel et al., 2016). Le risque accru de crises d'épilepsie chez les patients
atteints d'Alzheimer a été bien documenté, avec une prévalence atteignant jusqu'a
64% (Palop,2009; Vossel et al., 2017).

En résumé, bien que diagnostiquer le stade prodromal de la maladie
d'Alzheimer reste difficile en raison de la variabilité des symptébmes, les études
rétrospectives ont permis d'identifier plusieurs biomarqueurs du stade MCI. Parmi eux,
la diminution du peptide AB42 et 'augmentation de la protéine Tau, détectables dans
le plasma et le LCR plusieurs années avant I'apparition des premiers troubles cognitifs.
En parallele, les techniques d'imagerie fonctionnelle ont révélé une hyperactivité
neuronale, accompagnée d'une perte synaptique et d'une diminution de la connectivité

dans I'hippocampe ( ).

De facon intéressante, la régulation de cette hyperactivité précoce semble avoir
des effets bénéfiques sur les fonctions cognitives a long terme (Bakker et al., 2012) .
Comprendre les mécanismes cellulaires sous-jacents a cette hyperactivité, ainsi que
le développement de thérapies capables de la moduler, constitue désormais un enjeu
clé dans la lutte contre la maladie d'Alzheimer, dans lequel mes travaux de these

s'inscrivent.
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La maladie d’Alzheimer

E. Physiopathologie de la maladie d’Alzheimer

1) Les caractéristiques neuropathologiques

Les stades les plus avancés de la maladie d’Alzheimer se caractérisent par une
atrophie significative du parenchyme cérébral, principalement observable au niveau
du cortex et de I'hippocampe, deux structures centrales dans les processus de

mémoire et d’apprentissage (Figure 10).

A Cortex cérébral " y
3 Atrophie du Vi ‘
" : cortex cérébral " \ - prr— ‘:,;'::"3
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Hippocampe Entorhinal

Figure 10 : Modification du tissus cérébrale pendant les stades tardifs de la maladie d’Alzheimer
(sources: lecerveau.mcgill.ca (panneau A) et Technical and Historical Perspectives of Remote
Sensing (panneau B)). Le panneau A représente le schéma d'une coupe transversale de cerveau
humain sain (gauche) et de son évolution lors des stades avancés de la pathologie avec une atrophie
majeure du cerveau et la dilatation des ventricules (droite). Le panneau B correspond a I'lRM montrant,
a gauche le cerveau d’'un patient sain et a droite, le cerveau d’'un patient atteint de la maladie
d’Alzheimer.

Chez les patients, on estime que cette atrophie progresse en moyenne de 2%
chaque année a I'échelle du cerveau entier (Boyes et al., 2006; Sluimer et al., 2008).
Au niveau de I'hippocampe, la perte de volume peut atteindre 24% chez des patients

entrant dans le stade sévére de la pathologie (Shi et al., 2009). Cette atrophie est le
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résultat d’'une neurodégénérescence importante dans ces régions et s'accompagne
d’'un élargissement de la taille des ventricules cérébraux. Outre les modifications
importantes du volume cérébrale, dont I'évolution est appréciable grace aux
techniques d’'IRM, le diagnostic final repose sur la présence de deux lésions
caractéristigues précédemment évoquées :

-les plaques amyloides extracellulaires, formées majoritairement d’agrégats insolubles
du peptide AB.

-les dégénérescences neurofibrillaires intracellulaires (DNFs), constituées
principalement d’agrégats de protéines Tau anormalement hyperphosphorylée.

Ces deux lésions, déja observées par Alois Alzheimer, vont évoluer et se répandre
dans la majorité des régions cérébrales ( ) (Ballard et al., 2011; Jouanne,

Rault and Voisin-Chiret, 2017).
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Figure 11 : Evolution spatio-temporelle des lésions de la maladie d’Alzheimer selon Braak et
Thal (Jouanne et al., 2017). A: Plaques amyloides observées dans le néocortex d’'un patient
Alzheimer; B: Progression des dép6ts amyloides selon Thal ; C: Dégénérescences
neurafibrillaires ; D : Progression de la pathologie Tau selon Braak. Pour chacune des lésions, le
gradient de couleur (du plus clair au plus foncé) témoigne de la sévérité des lésions.

Bien qu’elles puissent coexister, la cinétique de ses Iésions et leurs atteintes
cérébrales difféerent. Concernant la formation des dépéts amyloides, ils se répartissent

selon cing stades aussi appelés stades de Thal. De fagon intéressante, 'apparition
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des plaques peut étre corrélée anatomiquement et fonctionnellement aux régions
cérébrales touchées. Les agrégats sont d’abord localisés au niveau des couches II-V
de l'isocortex. lls vont ensuite s’étendre et gagner le cortex entorhinal et I'’hippocampe
suivi de 'amygdale et du reste des aires corticales. Enfin, ce sont les structures plus
profondes telles que le thalamus, le striatum ou les noyaux cholinergiques qui vont
étre touchées (Thal et al., 2002).

Si I'on s’intéresse aux DNFs, celles-ci apparaissent tout d’abord dans le locus
coeruleus et les aires du systéme limbique comme le thalamus et 'amygdale avant de
rejoindre le cortex. L’évolution des atteintes cérébrales est définie selon les six stades
de Braak. L'étendue des symptomes est étroitement liée a la propagation anatomique

et au nombre de DNFs dans le cortex (Braak and Braak, 1991; Ingelsson et al., 2004).

En plus de ces Iésions caractéristiques, les stades avancés de la maladie se
distinguent par la présence d’inflammations mettant en jeux les astrocytes et les
cellules microgliales. Ces cellules participeraient au maintien d’un environnement pro-
inflammatoire qui, a termes, pourrait perturber la transmission synaptique et
compromettre I'intégrité de la barriére hémato-encéphalique (BHE) (Sweeney, Sagare
and Zlokovic, 2018; Leng and Edison, 2021; Onyango et al., 2021).

Depuis la découverte du géne APP en 1987, la protéine APP a fait I'objet
d’études considérables notamment par son implication dans la maladie d’Alzheimer
ainsi que dans le développement cancéreux (Lee et al., 2021). La protéine précurseur
de I'amyloide est une glycoprotéine transmembranaire de type | que I'on retrouve en
abondance dans le SNC. Cette protéine de 130 kDa fait partie de la famille des
protéines associées a I’APP qui comprend également les protéines de type précurseur
amyloide 1 et 2 (APLP1 et APLP2) exprimées principalement chez les mammiféres.
Parmi ces isoformes, ce sont les trois formes comprenant 695, 751 ou 770 acides
aminées (APP695, APP751 et APP770) qui conduiront a la production du peptide 3 -
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amyloide (O’Brien and Wong, 2011). A I'échelle des neurones, c'est la forme
prédominante est I’ APP695, dont I'expression est particulierement enrichie au niveau
des synapses (Zheng and Koo, 2011; G. Chen et al., 2017). Cette protéine APP peut
étre clivee selon deux voies distinctes, la voie non- amyloidogénique et la voie

amyloidogénique.

La premiére voie, appelée non-amyloidogénique, ne conduit pas a la production
du peptide AB ( ) Dans cette voie, 'APP, localisé soit dans le compartiment
endosomal soit au niveau de la membrane plasmique, est successivement clivée par
deux enzymes, I'a-sécrétase et la y-sécrétase (Nunan and Small, 2000; Lichtenthaler,
2011). Le premier clivage, réalisé par I'a-sécrétase, une protéine transmembranaire
appartenant a la famille des A Disintegrin And Metalloprotein (ADAM), produit deux
fragments (Fahrenholz, 2007). Le premier est le fragment soluble APP-a (SAPPa)
impliqué dans la synaptogenese ainsi que la formation de la mémoire. Le deuxiéme
est un fragment transmembranaire de 83 acides aminés appelé C83 ou encore
fragment C-terminal de 'APP (CTFa) (Hartl et al., 2013). Ce clivage, se produisant a
I'intérieur de la séquence de I’AB, empéche ainsi la production du peptide. Par la suite,
le fragment C83 est clivé par la y-sécrétase, un complexe protéique transmembranaire
contenant la nicastrine, le domaine anterior pharynx defective-1 (Aph-1), la preseniline
enhancer-2 (Pen-2) et le site actif de 'enzyme constitué de la préséniline (PS1 ou PS2)
(Kimberly and Wolfe, 2003; Hur, 2022). Ce second clivage génére un peptide soluble
nommé P3 ainsi que le domaine intracellulaire de 'APP (AICD) impliqué dans de
nombreuses fonctions cellulaires ,telles que la régulation de ’'homéostasie calcique et

le control du trafic neuronal (Hamid et al., 2007; Pardossi-Piquard and Checler, 2012).
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La maladie d’Alzheimer

N-term
sAPPa

APP
P3
. y-secretase a-secretase Extracellular space

Y Y Y Y Y Y Y Y YYYYYYY
@@ WP ¢ PSSO RED

Intracellular space

CTFa

C-term

AICD

Figure 12: Voie non amyloidogénique. La protéine APP va subir deux clivages successifs. Le
premier s’effectue a l'intérieur de la séquence de I'Ap et permet I'obtention des fragments CTF-a et
sAPPa. A la suite du au second clivage réalisé par la y-sécrétase, les produits finaux de cette voie
non-amyloidogénique sont le peptide p3 et le fragment AICD. (Figure réalisée sur BioRender.com)

-Voie amyloidogénique

Comme la voie non-amyloidogénique précédemment décrite, la voie
amyloidogéniqgue correspond a deux clivages successifs de la protéine APP (Figure
13). Le premier clivage est effectué par la B-sécrétase, une protéase membranaire
également appelée BACE1l (Beta-site Cleaving Enzyme 1). Cette enzyme dont
I'activité protéolytique dépend de deux sites actifs aspartyles situé en D93 et D289 (A.
Armstrong, 2019). Avec un pH optimal de 4,5, BACEL est principalement localisée
dans des environnements acides tels que les endosomes (Shimizu et al., 2008). Deux
fragments résultent de ce premier clivage : le fragment soluble APP-B (sAPPS),
sécrété au niveau extracellulaire, et le fragment C-terminal de 'APP (B-CTF) qui
restera ancré dans la membrane. Ce dernier sera ensuite clivé par la y-sécrétase
générant le peptide A, principal composant des plaques amyloides, ainsi que le
fragment AICD (Kamenetz et al., 2003).
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Figure 13: La voie amyloidogénique. La production du peptide AP résulte de I'action successive de
deux enzymes la p-sécrétase et la y-sécrétase. La B-sécrétase va d’abord cliver 'APP en deux fragments
a savoir le sAPPB et le CTFp. Le CTFB nouvellement synthétisé sera & son tour cliver par la y-sécrétase,
permettant ainsi I'obtention du fragment AICD, et la libération de peptide AP qui pourra alors
s’oligomériser et dans les stades plus tardifs former des plaques extracellulaires. (Schéma réalisé sur
BioRender.com).

b) Oligomérisation et formation des plaques amyloides

Une fois produits, les monomeres d’AB nouvellement synthétisés vont
rapidement s’oligomériser en raison de leur forte hydrophobicité (Figure 13).
Différentes formes vont alors émerger. Les premiers vont former des oligoméres de
faible poids moléculaires, allant de 6 a 12 kDa, correspondant aux formes dimériques
ou trimériques (Hartley et al., 1999). Ces oligoméres se regroupent ensuite en
structures de haut poids moléculaires, qui finissent a leur tour par former des
assemblages insolubles tels que les protofibrilles et les fibrilles (LaFerla, Green and
Oddo, 2007).

Le peptide AP est majoritairement produit sous deux isoformes, I'’ABao et I'APaz,
constituées de 40 ou 42 acides aminés, respectivement. Ces deux isoformes different

par I'ajout d’'une Alanine et d’une Isoleucine localisées au niveau C terminal créant une
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structure en épingle a cheveux-p. Selon les travaux de Sgourakis et al. (2007), cette
conformation favoriserait I'agrégation de I'AP42 en fibrilles, conférant a cette isoforme
des propriétés pathogenes accrues par rapport a I’ ABso dans le cadre de la maladie
d'Alzheimer (Sgourakis et al., 2007). De nombreuses études réalisées sur des
cerveaux de patients Alzheimer ont d’ailleurs montré que lisoforme Apas2 est la
principale retrouvée dans les plagues amyloides (Gravina et al., 1995; lwatsubo et al.,
1995).

Bien que la présence des plaques amyloides soit encore utilisée pour la
confirmation du diagnostic post-mortem et constitue I'une des caractéristiques
histologiques de la MA, I'hypothése selon laquelle ces plaques jouent un réle central
dans l'apparition de la pathologie a depuis été écartée, leur présence n’étant pas
toujours synonyme de maladie (Dickson et al., 1992). Des études ont effectivement
montré une tres faible corrélation entre la présence de ces plagues séniles et la mort
neuronale résultant de la pathologie (Benilova, Karran and De Strooper, 2012).
Certaines études leur conféreraient méme un rdle protecteur dans lequel ces lésions
agirait comme un « filet » permettant de séquestrer le peptide Ap et ralentir son
oligomérisation (Reiss et al., 2018). Au regard de ces dernieres observations, c’est
donc sur laccumulation cérébrale des formes oligomériques du peptide AP,
notamment au niveau de structure comme I’hippocampe, que l'attention s’est portée.
Pour étudier ces phénomenes, divers modeles murins de la maladie d’Alzheimer ont

été développés.

E. Modeéles animaux

Au travers de cette premiére partie introductive, nous avons pu entrevoir une
partie des mécanismes cellulaires d’origine amyloides impliqués dans le
développement de la maladie d’Alzheimer. Leur complexité rend cette pathologie
difficile @ comprendre, mais la découverte de mutations familiales chez 'Homme a
permis de concevoir des modeles animaux présentant des caractéristiques
physiopathologiques spécifiques. Ces modéles, et en particulier les modéles murins,
ont été essentiels pour les progres réalisés dans la compréhension et la prise en

charge de la maladie. A ce jour, 227 modéles murins de la MA ont été répertoriés, la
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plupart étant des modéles « humanisés » (Hall and Roberson, 2012). Les génes
humains insérés incluent ceux associés aux formes familiales de la MA, tels que les
genes APP, PSE1 et PSE2. Ce recours a la transgénése est nécessaire en raison de
la faible pathogénicité de I'Ap murin. En effet, chez les rongeurs, le peptide Ap
endogéne différe de celui de ’'Homme par trois acides aminés (R5G, Y10F, et H13R),
ces différences génétiques modifiant les caractéristiques du peptide murin, qui,

contrairement au peptide humain, ne forme pas d’agrégats et n’est donc pas toxique.

Au cours de mes travaux de thése, j'ai utilisé le modéle de souris transgénique
APP/PS1-21 qui a été généré par le laboratoire du professeur Mathias Jucker (Radde
et al., 2006). Ces souris expriment deux transgénes humains qui sont celui de 'APP
contenant la mutation Swedish correspondant a la double mutation K670N/M671L, et
celui de la PS1 avec la mutation L166P. Les deux mutations sont sous le contréle du
méme promoteur neuronale Thy-1 (thymocyte differentiation antigen 1). L’utilisation du
promoteur Thy-1 permet une expression constante des mutations dans le cerveau
adulte des souris et notamment au niveau de 'hippocampe, la structure étudiée au
cours de mon doctorat. Cette expression commence au 14 jours postnatal, ce qui
permet d’éviter la survenue d’éventuelles altérations embryonnaires (Porrero et al.,
2010).

La caractérisation du modele APP/PS1-21 effectuée par Radde et al.(2006) a
montré que la mutation APPswedish entraine une production d’APP humain estimée a
trois fois celle de 'APP murin (Radde et al., 2006). Pour rappel, cette mutation située
a proximité du site de clivage de ’APP par la B-sécrétase, favorise le clivage de 'APP
et augmente ainsi considérablement la production du peptide AB (Zhou et al., 2022).
Concernant la mutation de la PS1, celle-ci entraine une modification du
fonctionnement de la y-sécrétase qui conduit a un clivage favorisant la production de
la forme AB42 par rapport a | ABso, dont les quantités sont détectables dans le cerveau
des souris agées de 1 mois (Koch et al., 2012). La surproduction du peptide AP
résultant de I'expression des deux transgénes aura comme conséquence I'apparition

précoce de certaines caractéristigue physiopathologique associées a la maladie
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d’Alzheimer (Figure 14). L'utilisation de ces souris est donc pertinente au regard de
mes travaux qui se consacrent a I'étude des effets précoces de la surproduction du
peptide AB sur la transmission synaptique hippocampique.

D’un point de vue phénotypique, les premiéres modifications détectables chez
les souris APP/PS1-21 se produisent dés 1 mois. A cet age, une hyperactivité
hippocampique a été mise en évidence. Celle-ci évoluera par la suite en hypoactivité
a partir de 3 mois (Paumier et al., 2022). A partir de 6 semaines, une augmentation de
I'astrogliose est observable parallélement aux premiers dépdts amyloides, qui sont
identifiables dans le cortex avant d’apparaitre au niveau de I'hippocampe entre 3 et 4
mois. Une perte synaptique a également été détectée a 3 mois, précédant I'apparition
des premiers troubles cognitifs et la neurodégénérescence dont I'apparition est estimé
a 7 et 17 mois respectivement (Serneels et al., 2009; Rupp et al., 2011; Bittner et al.,
2012).

1mo 3mo 12mo 15mo 18mo+ Absent No Data

6mo 9mo

AP deposition begins at 6 weeks of age in the cortex and 3-4 months of age in
Plaques the hippocampus (Radde et al., 2006).

Phosphorylated tau-positive neuritic processes around plaques have been
observed, but no mature tangles (Radde et al., 2006).

Global neuron loss is not observed, but modest neuron loss was found in the
Neuronal Loss granule cell layer of the dentate gyrus and other subregions with high
neuronal density in 17-month old animals (Rupp et al., 2011).

Activated microglia around AP deposits at 6 weeks as well as increased
astrogliosis (Radde et al., 2006). Levels of CCL2 and TNFa increase at later
ages (Lee et al., 2010).

Dendritic spine loss around plaques reported to begin approximately 4 weeks
Synaptic Loss after plaque formation and continue for several months (Bittner et al., 2012).

Changes in Hippocampal CA1 LTP normal at 4.5 months of age, but impaired at 8 and 15
LTP ILgI'D months of age (Gengler et al., 2010).

Cognitive deficits in spatial learning and memory in the Morris water maze
reported at 7 months (Serneels et al., 2009). Impaired reversal learning of a
food-rewarded four-arm spatial maze task observed at 8 months (Radde et al.,
2006).

Cognitive

Impairment

Figure 14 : Caractérisation phénotypique du modele murin APP/PS1-21 (Source:
Alzforum.org).
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Plusieurs éléments sont remarquables, notamment une perte neuronale trés
tardive et détectable uniguement au niveau du gyrus dentelé. De maniere intéressante,
la cinétique d’apparition des différentes modifications chez la souris est différente de
I'évolution que I'on connait chez 'Homme. Par exemple, I'apparition des plaques
amyloides, qui est phénoméne tardif chez 'Homme, semble précéder la perte
synaptique chez la souris. Enfin, la particularité de ce modéle réside également dans
'absence de dégénérescence neurofibrillaire (DNF), l'une des caractéristiques

histologiques de la maladie d’Alzheimer.

L’utilisation de modéles murins est essentielle dans le cadre des recherches
portant sur la MA. Cependant, il est primordial de garder a I'esprit que les modéles
utilisés ne reproduisent qu’une partie des caractéristiques et sont donc plus adaptés a
I'étude de processus ponctuels et définis dans le temps. Dans le cas des modeles
amyloides, une premiere limitation réside dans les mutations exprimées. En effet, se
sont principalement les mutations des formes familiales de la MA qui sont exprimées.
Or, ces mutations n’ont été identifiées que chez une trés faible minorité des patients.
C’est pourquoi il est nécessaire de développer de nouveaux modeles qui se

rapprochent des formes sporadiques de la maladie.

Le groupe de Rentsch et al. (2024) a récemment abordé ce probleme en
générant le modele hAB-KI. Ces souris knock-in expriment le peptide AR WT humain
et recoivent une injection hebdomadaire de lipopolysaccharide (0.2 mg/kg) pendant 24
semaines. Ce modéle sporadique a été comparé au modele des formes familiales
hAPP-J20. Aprés 24 semaines, les deux groupes de souris présentaient des défauts
de la mémoire spatiale et une baisse significative du nombre d’épines dendritiques. En
revanche, aucun dépot amyloide n’a été observé chez les souris hAB-KI (Rentsch et
al., 2024). D’autres modéles de souris knock-in trés similaires ont été proposés
(Baglietto-Vargas et al., 2021). Toutefois, bien que les modéles murins présentent des
caractéristiqgues cognitives et pathologiques significatives, la plupart d'entre eux ne
montrent ni plaques amyloides ni mort neuronale. Une autre limitation importante des
modeles murins est la vulnérabilité difféerentielle des neurones humains par rapport a
ceux des souris face a la maladie d'Alzheimer. Balusu et al. (2023) ont démontré cette
différence en xénogreffant des neurones humains dans le cerveau de souris

présentant des plagues amyloides. De maniére surprenante, seuls les neurones
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humains ont exprimé des caractéristiques de la maladie d'Alzheimer et ont montré la
présence de DNFs (Balusu et al., 2023).

Si les modéles murins de la maladie d’Alzheimer restent imparfaits, la diversité des
souris générées a de toute évidence permis d’accroitre significativement notre
compréhension Cette avancée a conduit au développement de nombreuses stratégies

thérapeutiques, que nous allons maintenant aborder.

F. Stratégies thérapeutiques

Depuis sa découverte en 1907, I'amélioration de notre compréhension sur la
maladie d’Alzheimer et son évolution ont permis d’améliorer considérablement sa prise
en charge. Néanmoins, il n’existe encore aucun traitement capable de guérir cette
pathologie, et les stratégies thérapeutiques proposées sont toujours confrontées a la
difficulté majeure de la précocité du diagnostic. Bien que de hombreux médicaments
soient actuellement en phase de test clinique, aucune des molécules proposées n’'a
pour I'instant démontré des résultats suffisamment satisfaisants pour étre validée en
comme traitement curatif.

En revanche, quatre médicaments permettant de ralentir I'évolution de la
maladie et d’atténuer les troubles cognitifs sont disponibles: le donépézil, la
rivastigmine, la galantamine et la mémantine (Howard et al., 2015; Hommet et al.,
2016). Les trois premiers composés sont des inhibiteurs de la cholinestérase, qui
aident a maintenir la transmission cholinergique altérée au cours de la maladie. La
mémantine, quant a elle, est un inhibiteur des récepteurs postsynaptiques NMDA qui
permet de diminuer la transmission glutamatergique anormalement élevée dans le
cadre de la pathologie Alzheimer.

Si les effets de ces traitements sur les symptdémes cognitifs sont avéres, ils
interviennent a un stade ou les lésions neuronales sont déja importantes et
irréversibles. Il parait donc important de cibler les phases précoces de la maladie afin
de ralentir son évolution en empéchant I'activation des mécanismes pathologiques a
son origine. Parmi les stratégies thérapeutiques qui sont actuellement en essai, on
peut distinguer deux catégories. La premiere est I'immunothérapie et consiste a
réduire la formation des lésions amyloides (plaques séniles) et de la protéine Tau

(dégénérescences neurofibrillaires).
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Depuis les années 2010s, les progres effectués dans le domaine de
immunothérapie ont révolutionné la prise en charge de certaines maladies
notamment les cancers comme le mélanome ou le cancer du poumon. De ce fait, cette
stratégie est devenue I'une des méthodes les plus prometteuses pour prévenir la
progression de la maladie d’Alzheimer. En effet, en ciblant directement le peptide APa2
ou les agrégats de la protéine Tau, I'objectif est double : d’'une part, empécher
I'apparition des premiéres Iésions a I'origine de la pathologie, et d’autre part, atténuer
les troubles cognitifs des patients. Cette approche a favorisé I'émergence de nouvelles

molécules dont les effets sur les Iésions, en particulier les lIésions amyloides, sont

encourageants ( ) (Valiukas et al., 2022).
Compound Phase Target Type Participants Findings
Aducanumab Ib AB mAb 197 Reduced A, did not improve cognition.
Bapineuzumab 11 Ap mAb 1121, 1331 Did not improve cognition, did not reduce Ap deposition.

Did not improve cognition, Levels of AB4j decreased,

Solanezumab I AB mAb 2052 ABy; did not change.
Cantenerumab - AB - 799 Study halted due to no effgcl on cognition or
Ap deposition.
S it AB mAb 448 No effect on cognition, elevated CSF levels of A were

associated with treatment.
Treatment showed a reduction in A and a reduction in
Lecanemab I AB mAb 854 cognitive decline over an 18-month period, missing
12-month primary endpoints.

Figure 15: Liste des anticorps monoclonaux actuellement a I'essai et leurs limitations
(Valiukas et al., 2022). Dans I'ensemble, si certain des traitements peuvent influencer le dépét du
peptide A, I'objectif principal d’améliorer ses symptémes cognitifs n’est pas atteint.

Actuellement le seul traitement a avoir été approuvé au Etats-Unis est
'aducanumab. Cet anticorps monoclonal est une IgG1 humaine qui reconnait I'AB
agrégéffibrillaire (Sevigny et al., 2015). Les effets de 'aducanumab ont été évalués en
2012, dans une étude nommeée PRIME, réalisée chez 166 personnes atteintes de la
maladie d'Alzheimer a un stade prodromal ou léger. Les sujets ont été randomisés
pour recevoir un placebo, 1mg, 3mg, 6mg ou 10mg d'aducanumab avec des
perfusions toutes les 4 semaines sur une période de 52 semaines. L’'impact du
traitement sur les dépbts amyloides a été évalué par TEP scan a la semaine 24 et a
la fin de l'essai. Initialement, une réduction significative du volume des plaques
amyloides avait été rapporté, mais les effets indésirables, notamment I'apparition
d’oedémes cérébraux et le manque d’effet sur les symptdmes cognitifs, ont entrainé

'arrét momentané de cette étude (Sevigny et al., 2016). Cependant, en 2019, les
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recherches ont été relancées dans un nouvel essai de phase 3 appelé Emerge incluant
1350 patients. Si la réduction des plagues amyloides a été confirmé, c’est surtout
I'amélioration des symptomes cognitifs des patients qui doit étre souligné. En effet, le
déclin des activités de la vie quotidienne, normalement causé par la maladie, a été
réduit de 40 % en comparaison du groupe ayant recu un placebo (Walsh and Selkoe,
2020). Quoi qu'il en soit, cet essai est trés encourageant puisqu’il est le premier a
montrer certains avantages cliniques sur des mesures telles que le score MMSE en
plus d’une réduction significative des plaques amyloides. Il constitut donc une avancée

majeure dans les traitements d'immunothérapie ciblant les dépbts amyloides.

De maniere similaire a I'AB, la protéine tau hyperphosphorylée, principale
composante des DNFs, représente également une cible intéressante pour les
approches immunothérapeutiques de la maladie d’Alzheimer. Des études précliniques,
datant de 2007 et 2010, réalisées sur des modéles mutins de tauopathie, ont montré
des résultats prometteurs quant a la réduction de la charge des DNFs (Asuni et al.,
2007; Boutajangout et al., 2011; Chai et al., 2011). Depuis, d’autre approches
comparables ont été développées, menant a la création de deux vaccins ciblant
respectivement la protéine tau non phosphorylée (AADVacl) et la protéine tau
phosphorylée (ACI-35) qui ont débutés la phase | (Theunis et al., 2013; Kontsekova et
al., 2014).

Comme évoqué précédemment dans ce manuscrit, I'hyperactivité neuronale
localisée au niveau de I'hippocampe constitue 'un des marqueurs précoces de la
maladie d’Alzheimer. Les recherches visant a réduire cet état hyperactif, qui précéde
de plusieurs années l'apparition des premiers troubles mnésiques, présentent un
véritable potentiel thérapeutique et font donc I'objet d’'une attention particuliére. Cette
derniere assertion fait écho aux travaux de Sanchez et al. (2012) montrant que la
régulation précoce de I'activité hippocampique serait a I'origine d’'une amélioration des
performances cognitives chez des souris modeles de la maladie d’Alzheimer (Sanchez

et al., 2012). Dans cette étude, les souris hAPP, présentant une hyperactivité

38



hippocampique précoce, ont été traitées avec le leveturacetam, un médicament aux
propriétés antiépileptiques. En plus de réduire I'hyperactivité, ce traitement semblerait
aussi diminuer les déficits d’apprentissage et de mémorisation chez les souris. Ces
résultats ont pu étre confirmés chez 'Homme par Bakker et al. (2012). Au cours de
cette analyse, des patients MCI ont recu le leveturacetam et les résultats d’IRM
fonctionnelle ont révélés que la régulation de I'’hyperactivité pouvait considérablement

ameliorer les fonctions mnésiques (Bakker et al., 2012).

En conclusion, ces derniers résultats sont extrémement encourageants et
offrent de nombreuses perspectives de traitement ainsi qu'un espoir dans la lutte
menée contre cette pathologie. Afin d’améliorer et d’affiner cette stratégie
thérapeutique, il est maintenant crucial de comprendre les mécanismes a l'origine de
cette hyperactivité neuronale et d’'identifier les acteurs impliqués. Dans la seconde
partie de cette introduction, nous aborderons plus en détail la neurotransmission

hippocampique et les facteurs qui participent a sa régulation en conditions

physiologiques ainsi que dans le contexte pathologique de la maladie d’Alzheimer

39



Deuxieme partie : La neurotransmission dans

I’hippocampe

A. Fonctionnement de I’hippocampe

C’est au Dr Julius Caesar Arantius, un chirurgien italien passionné par
I'anatomie cérébrale, que I'on doit la premiére description de la structure cérébrale
appelée hippocampe en 1587. Le nom "hippocampe" fait référence a sa forme
enroulée, semblable & celle de I'animal marin éponyme. A cette époque, la description
de l'hippocampe était encore rudimentaire par rapport a ce que l'on connait
aujourd’hui. Ce n’est que grace aux travaux ultérieurs d’anatomistes comme Pierre
Tarin en 1750 et du neuroscientifique espagnol Lorente de NO, éléve de Santiago
Ramodn y Cajal, que la structure de 'hippocampe a été précisée et mieux comprise en
1933 (Lorente de NO et al., 1933)

Le rble central de I'hippocampe dans les processus de mémorisation et
d’apprentissage est désormais largement reconnu. Cette découverte majeure a été
faite en 1953, lorsque Henry Molaison, plus connu sous le nom de patient H.M., a subi
I'ablation des deux lobes temporaux pour traiter des crises d’épilepsie résistantes aux
médicaments. Aprés I'opération, H.M. a développé une grave amnésie antérograde :
bien qu’il se souvienne des événements survenus avant I'intervention, il était incapable
de créer de nouveaux souvenirs. Cette observation a conduit la neuropsychologue
Brenda Milner et le chirurgien William Scoville & conclure a I'importance cruciale de
I’hippocampe dans les processus mnésiques (Scoville & Milner, 1957).Depuis lors, les
recherches sur le fonctionnement de I'hippocampe et les progrés des techniques
expérimentales ont permis de dévoiler son organisation complexe et son role essentiel

dans la mémoire.

40



La neurotransmission dans I'hippocampe

1) Structure anatomique et circuits hippocampiques

a) Anatomie de I'hippocampe

Chez I'Homme, l'hippocampe est une structure bilatérale sous-corticale
présente au niveau de la face médiane du lobe temporal (Figure 16). Cette structure
profonde s’étend vers le ventricule latéral et est recouverte en grande partie par la
circonvolution parahippocampale. Sur la face dorsale, I'hippocampe est rattaché a la
fimbria, un ruban de fibres épaisses qui constituent le fornix et se termine au niveau
du corps mamillaire. Avec I'amygdale, le septum et au thalamus, I'hippocampe
constitue l'une des structures principales du systeme limbique qui joue un role

fondamental dans l'olfaction, les émotions, la mémoire et 'apprentissage (Rolls, 2015).

Thalamus

Fornix ©

©O Corpus Callosum

&

Septum o— O Stria terminalis

Olfactory bulb
(smelt)
Hypothalamus

Amygdala
(Basic emotions)

Entorhinal Cortex Hippocampus

(Memory)

Figure 16: Localisation de [I'’hippocampe dans le cerveau humain (Source:
Corbac40/Shutterstock). Le schéma représente une coupe transversale du cerveau montrant le
systéme limbique et toutes les structures connectées. L’hippocampe est illustré en rouge.
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L’hippocampe en tant que structure cérébrale distincte, est constitué de deux
replis du cortex imbriqués I'un dans l'autre qui forment le cornu Ammonis ou corne
d’Ammon (CA) et le gyrus denté (DG) ( ). Cette terminologie est cependant
variable puisque certains chercheurs lui associent aussi le subiculum ainsi que le
cortex entorhinal. La corne dAmmon est subdivisée en trois parties : CAl, CA2 et
CA3, chacune présentant des différences au niveau de ses connexions synaptiques
et de sa morphologie. Contrairement au cortex qui est constitué de six couches
cellulaires, I'hippocampe se compose de cing couches dans lesquelles les corps

cellulaires sont alignés :

- L'alveus, cette couche contient les axones des cellules pyramidales dirigées vers

la fimbria ou le subiculum.

- Le stratum oriens, situé entre l'alveus et les cellules pyramidales, il est composé des
dendrites basales des cellules pyramidales excitatrices ainsi que des interneurones

inhibiteurs. Il contient également certaines afférences du septum.

- Le stratum pyramidale, il renferme majoritairement le corps cellulaire des cellule

pyramidales excitatrices de la corne d’Ammon et des interneurones inhibiteurs.

- Le stratum radiatum, il contient les segments proximaux de I'arbre dendritique des

cellules pyramidales et des interneurones.

- Le stratum moleculare se compose des segments distaux de I'arbre dendritique des

cellules pyramidales.

Au niveau de CA3, une couche cellulaire supplémentaire a été identifiée. |l s’agit
du stratum lucidum, localisé entre le stratum pyramidale et stratum radiatum. Cette

derniére recoit les projections des fibres moussues des cellules granulaires.
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Concernant le Gyrus denté, celui-ci se compose de seulement trois couches

cellulaires :
- Le stratum granulosum, contenant les corps cellulaires des cellules granulaires.

-La couche moléculaire qui regroupe les dendrites apicales des cellules granulaires et

leurs afférences

- La couche polymorphique, ou les segments initiaux des axones des cellules
granulaires se rassemblent pour donner naissance aux fibres moussues. Cette couche

contient également des interneurones.

Interneuroné  Regions corticales
de CA1 associatives

Cellule Pyramidale
de CA1 »

CA2
Collaterales

de Schaffer \‘\_

Cellule Pyramidale
de CA3

Gyrus Denté

Figure 17 : Structures interne de I’hippocampe (Source : https://slideplayer.fr/slide/514406/).
Cette illustration présente les différentes couches cellulaires de I'hippocampe et leur organisation. CA:
corne d’Ammon, sl: l'alveus, pp: voie perforante, sim: stratum moleculare, sg: stratum granulosum, so:
stratum oriens, sp: stratum pyramidale, sr: stratum radiatum

De fagon intéressante, il semblerait que le DG des rongeurs, notamment dans
ses parties septale et temporale, soit un lieu de neurogenese a I'age adulte (Bekiari et
al., 2015). Cette observation a conduit la communauté scientifique a se demander si
des propriétés similaires pourraient exister chez ’'Homme. Les travaux de Sorrells et

al. (2018) ont toutefois réfuté cette hypothése en montrant que la neurogénese
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hippocampique diminuait drastiguement lors des premiéres années de vie et qu’elle
serait inexistante chez I'adulte (Sorrells et al., 2018). Cependant, les recherches plus
récentes du groupe de Moreno-Jiménez et al. (2021) se sont opposées aux
conclusions précédentes en détectant de neurogénése dans le DG humain. D’aprés
les résultats obtenus, celle-ci se manifesterait tout au long de la vie adulte (Moreno-
Jiménez et al., 2021). Il semblerait que les différences de résultats soient en partie
imputable aux méthodes de préservation et de fixation des échantillons de cerveau,
c’est pourquoi un protocole visant a standardiser I'’étude de la neurogénése a été

récemment proposé (Terreros-Roncal et al., 2023).

En considérant I'hippocampe dans son ensemble, diverses catégories de
cellules neuronales le composent, a commencer par les cellules pyramidales, en
référence a leur forme triangulaire. Elles sont les principales composantes de la
couche pyramidale localisée au niveau de la corne d’Ammon. On estime d’ailleurs que
ces cellules excitatrices glutamatergiques représentent entre 80 et 90% des cellules

neuronales totales. Les 10 & 20% restant correspondent aux interneurones inhibiteurs

dont 90% libérent de I’ acide y-aminobutyrique (GABA), le principal neurotransmetteur
inhibiteur (Pelkey et al., 2017; Booker and Vida, 2018).

MGE-derived CGE-derived

Major Interneuron Classes in the Hippocampal CA1 Area

1. Axo-axonic 4. vy 7. Basket CCK/VIP 10. Apical dendrite-innervating 13. 1811
2. Basket PV 5. O-LM B. Basket CCKMNVGTS 11. Perforant path-associated 14. 1512
3. Bistratified &. Meurogliaform 9. Schaffer collateral-associated 12. Trilaminar 15. 1813

Figure 18: Classification des interneurones de la région CA1 de 'hippocampe i (Pelkey et al.,
2017). Les sous-types d'interneurones sont analysés en fonction de leur origine dans I'éminence
ganglionnaire médiane (EGM) ou I'éminence ganglionnaire caudale (EGC). Les cellules a double origine
sont représentées dans les deux cohortes. Les profils somato-dendritiques sont représentés en couleur
uniforme (bleu pour MGE, rouge pour CGE). Les trajectoires d'axones plus fines sont illustrées en jaune
(cellules dérivées de la MGE) et en vert (cellules dérivées de la CGE) avec des boutons (triangles)
illustrant les domaines principalement ciblés des cellules pyramidales CA1 innervées par chaque sous-
type d'interneurone.
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Ces interneurones se répartissent au travers des différentes couches de
'hippocampe et adoptent des caractéristiques morphologies, fonctionnelles et
physiologiques extrémement variées a l'origine de leur classification ( ). On
distingue ainsi cinq groupes d’interneurones répartis entre les cellules en corbeille,
localisées dans le stratum oriens, les neurones fusiformes, dans la région du hile et
les cellules en corbeille de type pyramidale, dans le stratum granulosum du gyrus
denté. Enfin les deux derniers groupes sont constitués des cellules bipolaires et
multipolaires, principalement situées dans le stratum radiatum et le stratum

pyramidale.

En plus de leur classification morphologique, un niveau de complexité
supplémentaire s’ajoute avec la capacité, pour certains interneurones, de synthétiser
des protéines spécifiques comme la parvalbumine (PV) (Nitsch, Soriano and
Frotscher, 1990). D’autre encore peuvent produire des neuropeptides comme la
cholécystokinine (CCK), la somatostatine (SOM), le peptide intestinal vasoactif (VIP)
ou la substance P (Lorén etal., 1979; Kosaka et al., 1988; Acsady et al., 1997; Giuffrida
et al., 2009).

Finalement, plus de vingt sous-types d’interneurones ont ainsi été identifiés
uniquement au niveau de la région CAl (Klausberger and Somogyi, 2008). En plus
des neurones, I'hippocampe abrite également d’autres types cellulaire tels que les
cellules gliales, qui permettent d’assurer toutes les fonctions énergétiques,
homéostatiques et immunitaires essentielles a la fonction neuronale. Les astrocytes
représenteraient environ 75% des cellules non-neuronales de [I'hippocampe et
participent a la constitution de la barriere-hématoencéphalique (Beach, Bathgate and
Cotman, 1982). Sont également présents les oligodendrocytes et les cellules de la
microglie qui participent & la formation de la gaine myéline et a la phagocytose des

déchets cellulaires respectivement.
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Nous avons vu précédemment que I’hippocampe constitue I'une des principales

structures du systeme limbique et recoit de nombreuses afférences provenant de

quatre régions principales (Knierim, 2015; Chauhan et al., 2021)(Knierim, 2015;
Chauhan et al., 2021) :

Les afférences provenant du cortex entorhinal, qui transitent en grande partie a
travers la voie perforante ( ). Parmi les principales régions cérébrales
qui projettent vers 'hippocampe via le cortex entorhinal, on retrouve le cortex
préfrontal, le pré-subiculum, les cortex temporal et piriforme, ainsi que

'amygdale.

La deuxiéme région est I'hippocampe controlatéral, qui se connecte avec son

homologue par le biais des fibres commissurales passant par la fimbria.

Le tronc cérébral constitue la troisieme région afférente, avec des fibres

provenant du noyau médian du Raphé et du locus coeruleus.
Enfin, les afférences du septum médian, dont l'origine et les implications

fonctionnelles restent encore largement inconnues, représentent la quatrieme

région.

La majeure partie des fibres efférentes de I'hippocampe projettent a travers le

fornix. Les axones se regroupent pour atteindre différentes cibles dans le télencéphale

et le diencéphale, telles que le noyau accumbens, la formation réticulée, l'aire pré

optique et le tronc cérébral. Ces projections forment le circuit de Papez, ou circuit

hippocampo-mamillo-thalamique, qui fait partie du systeme limbique évoqué

précédemment et qui est impliqué dans la mémoire et les émotions ( )

(Parmeggiani, Azzaroni and Lenzi, 1971).
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Au sein de ce circuit, 'hippocampe se

connecte au fornix, qui projette

Hippocampus

jusqu’aux corps mamillaires pour
ensuite atteindre le noyau antérieur du
thalamus. L'information parvient ensuite
T Papez circuit l au gyrus cingulaire, puis au cortex
entorhinal, avant de retourner a

I'hippocampe (Parmeggiani, Azzaroni

and Lenzi, 1971; Andersen, Bland and

\ / Dudar, 1973). Une autre efférence
hippocampique empreinte cette fois-ci le
subiculum en direction du cortex
entorhinal qui projette en direction de

Figure 19: Représentation schématique du

circuit de Papez (Chauhan et al., 2021). Ce (jfférentes aires associatives comme
circuit de Papez représente les principales i
éfferences de I'hippocampe. par exemple le cortex préfrontal

(Chauhan et al., 2021).

Pour pouvoir recevoir et transmettre I'information neuronale en direction des
différentes aires cérébrale, '’hippocampe arbore une architecture interne extrémement
spécifique appelée circuit trisynaptique ( ).

L’organisation de ce circuit excitateur glutamatergique, découvert par Andersen
et al.1971, présente de tres forte similarité entre 'Homme et le rongeur (Andersen,
Bliss and Skrede, 1971). Comme son nom le suggeére, il est constitué de trois régions
synaptiqgues a travers lesquelles l'information neuronale va transiter de fagon
unidirectionnelle. Cette information parvient dans I’hippocampe par l'intermédiaire de
la voie perforante qui contient les axones des neurones provenant principalement de
la couche Il du cortex entorhinal. Ces axones établissent un premier contact
synaptique avec les cellules granuleuses du Gyrus denté. Les axones des cellules

granuleuses se concentrent a leur tour pour former les fibres moussues qui se
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connectent aux neurones pyramidaux de CA3 constituant la deuxieme synapse de ce

C

circuit excitateur.

Schaffer CA1 neuron

collateral

CA3 neuron
Perforant Path

Mossy fibers

Dentate gyrus granule cell

Figure 20 : Circuit trisynaptique de I'hippocampe chez le rongeur (Valerie Hedge, Introduction to
Neuroscience 2022). Les neurones du cortex entorhinal servent d'entrée a I'hippocampe. Les axones
de ces cellules forment la voie perforante (orange). Les neurones du cortex entorhinal font synapse avec
les cellules granuleuses du gyrus denté (rouge). Les cellules du gyrus denté étendent leurs axones,
appelés fibres moussues, aux cellules d'une région de I'hippocampe appelée CA3. Les neurones de CA3
(en violet) étendent leurs axones, appelés collatéraux de Shaffer, & une autre région de I'hippocampe
appelée région CA1 (en bleu).

Les axones des cellules de CA3, appelés collatérales de Schaffer se projettent
en direction des neurones pyramidaux de CA1 avec lesquels ils établissent le troisieme
et dernier contact synaptique de ce circuit. Enfin, c’est a partir des cellules de CA1 que
I'information neuronale quitte I’hippocampe pour regagner le cortex entorhinal ou le
subiculum et ainsi former une boucle trisynaptique (Naber, Lopes Da Silva and Witter,
2001).
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L’hippocampe, en tant que structure essentielle des processus de mémoire et
d’apprentissage, est 'une des régions cérébrales les plus étudiées. Depuis I'étude de
Henry Molaison, aussi connu sous le nom de patient H.M, de nombreux travaux ont
confirmé le rdle fondamental de I'hippocampe dans ces processus cognitifs. Les
recherches ont continué a approfondir notre compréhension des mécanismes par
lesquels I'hippocampe contribue a la formation, au stockage et a la récupération des
souvenirs, consolidant ainsi son importance dans les études neurologiques et

psychiatriques.

Long-term

memory

Explicit Implicit
(declarative) (non-declarative)
Episodic Semantic Procedural :
(experienced (knowledge (skills and Em(.)t_lon.a :
events) and actions) conditioning

concepts)

Figure 21: Classification des différentes sous- catégories de mémoire identifiées chez
I’Homme(Patten et al., 2015). L’hippocampe est majoritairement impliqué dans les processus de
mémoire déclarative a long-terme.

En 2004, les travaux de Broadbent et al. ont permis de classifier la mémoire en
diverses sous-catégories, mettant en évidence l'implication de I'hippocampe dans ces
processus. Parmi les catégories identifiées, la mémoire déclarative, introduite par
Cohen en 1980, joue un rble crucial (Cohen and Squire, 1980; Broadbent, Squire and
Clark, 2004). Cette forme de mémoire est essentielle pour I'apprentissage de nouvelles
informations factuelles ou abstraites, permettant la formation rapide et durable
d'associations entre stimuli environnementaux, ainsi que la reconnaissance détaillée
d'événements et de lieux (Eichenbaum, Otto and Cohen, 1992; Ergorul and
Eichenbaum, 2004).
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Les recherches de 2004, effectuées chez 'Homme, ont également confirmé
I'implication de I'hippocampe dans la mémoire déclarative (Gilbert, Kesner and Lee,
2001; Hunsaker, Rosenberg and Kesner, 2008). La mémoire déclarative, qui fait partie
de la mémoire a long terme, peut étre subdivisée en deux catégories principales : la
mémoire épisodique et la mémoire spatiale ( ) (Broadbent, Squire and Clark,
2004).

La mémoire épisodique fait référence aux souvenirs d’expériences,
d’évenements et de situations. Ce terme a été introduit pour la premiére fois par le
psychologue canadien Endel Tuveing en 1972 (Tulving et al.1972). Au niveau de
I'hippocampe, il semblerait que les cellules granuleuses du Gyrus denté soient les
principales effectrices de la mémoire épisodique. En effet, des expériences effectuées
sur des rats ont montré qu’une lésion dans le DG engendrait une altération des
capacités a détecter un nouvel objet dans I'environnement. En revanche, une Iésion
de CA3 n’avait aucun impact (Gilbert, Kesner and Lee, 2001; Hunsaker, Rosenberg
and Kesner, 2008). D’autres expériences plus récentes, utilisant 'otpogénétique pour
désactiver spécifiquement les cellules granuleuses, ont conduit a une conclusion
similaire (Bernier et al.,, 2017). Si le Gyrus denté semble étre la structure
hippocampique centrale de la mémoire épisodique, quand est-il de la mémoire

spatiale.

La mise en jeu de 'hippocampe dans la mémoire spatiale a pour la premiere
fois été décrite en 1971 grace aux travaux de John O'Keefe et Jonathan Dostrovsky
qui ont été récompensés en 2014 par le Prix Nobel de physiologie et médecine
(O’Keefe and Dostrovsky, 1971). Au cours de leurs analyses réalisées chez le rat, ils
se sont apercut que différents groupements de cellules, qu’ils nommerent « cellules
de lieu » s’activaient au niveau de I'hippocampe a mesure que I'animal explorait son

environnement. Autrement dit, chaque changement de localisation et d’orientation se
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traduisait par I'activation d’'un groupement spécifique de neurones qui permettrait de
« coder spatialement » la trajectoire du rat. La plasticité synaptique, notamment la
potentialisation a long terme (LTP), joue un rdle crucial dans cet apprentissage spatial.
Les cellules de lieu sont modulées par les neurones du cortex entorhinal, qui
fournissent des informations essentielles pour le codage spatial (O’Keefe, Nadel and
O’Keefe, 1978). Ces « cellules de lieu » sont localisées au niveau de CAl et sont

activées par les neurones du cortex entorhinal (Brun et al., 2002).

En résumé, I'hippocampe est une structure cérébrale profonde située dans le
lobe temporal, dotée d'un réseau complexe d’afférences et d’efférences. Son
architecture interne se divise en quatre régions principales : le gyrus denté (DG), la
corne dAmmon 1 (CA1), la corne dAmmon 2 (CA2) et la corne d’Ammon 3 (CA3).
Ces régions sont organisées en trois a cing couches cellulaires, peuplées de neurones
excitateurs, d’interneurones inhibiteurs et de cellules gliales. L’information neuronale,
provenant du cortex entorhinal, circule a travers un circuit excitateur trisynaptique.
Concernant sa fonction, I'hippocampe est crucial pour la mémoire déclarative a long
terme, englobant a la fois la mémoire épisodique et la mémoire spatiale. Dans la partie
suivante, nous explorerons en détail comment les neurones du circuit trisynaptique

interagissent pour réguler la neurotransmission hippocampique.

B. La neurotransmission hippocampique

Les cellules composant le systtme nerveux central sont principalement les
neurones et les cellules gliales ou neuroglie. Les cellules gliales sont réparties entre
la macroglie, regroupant les astrocytes, les oligodendrocytes et les cellules
progénitrices des oligodendrocytes ainsi que les cellules de la microglie. Si le cerveau
humain compte plus de 100 milliards de neurones, c’est au moins tout autant de
cellules gliales qui le composent. La dichotomie entre les cellules neuronales et les
cellules gliales repose sur des propriétés et des fonctions cellulaires spécifiques a

chacune.
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Les cellules gliales, dont le nom dérive du grec signifiant « glue », ont longtemps
été considérées comme des cellules passives de second plan, dont le r6le était
principalement d’apporter un soutien structural aux neurones. Cette vision a depuis
évolué et on connait aujourd’hui la diversité des fonctions dans lesquelles la neuroglie
est impliquée. Les astrocytes, par exemple, sont nécessaires au maintien
homéostatique et a la transmission synaptique. En collaboration avec les
oligodendrocytes, qui assurent la conduction électrique en myélinisant les axones, les
astrocytes participent a la survie neuronale et au support métabolique. Enfin la
microglie est en charge de la surveillance active du microenvironnement neuronale et
de limmunité (Butt and Verkhratsky, 2018; Hemonnot-Girard et al., 2021). Ces
implications diverses sont toutes essentielles au fonctionnement neuronal
physiologique et fondamentales pour assurer une transmission synaptique optimale

(Verkhratsky et al., 2014).

Concernant les neurones, ces cellules excitables constituent [l'unité
fonctionnelle du systeme nerveux. S’il existe une grande diversité de neurones au
niveau du cerveau, ils présentent toutefois une organisation morphologique similaire
qui leur permettent de réceptionner, d’intégrer et de transmettre l'information
neuronale. En effet, ils sont tous constitués d’un corps cellulaire, le soma, dans lequel
siegent le noyau et la plupart des organites. De ce soma émergent deux types de
prolongements, les dendrites, chargées de la réception et de I'intégration du message
nerveux et enfin, 'axone, unique, dont la fonction et de transférer les signaux aux

neurones périphériques.(Palay & Palade, 1955).

La transmission neuronale s’effectue au niveau des synapses, zone de contact
entre I'axone du neurone présynaptique et le neurone postsynaptique. La transmission
synaptique peut étre de nature électrique ou chimique (Pereda, 2014). La synapse
électrique se compose de jonctions communiantes a travers lesquelles le signal
électrique est transmis directement aux neurones postsynaptiques. Ces synapses sont

rares au niveau du systéme nerveux central.

Alinverse, la synapse chimique est la plus largement répandue dans le cerveau
et notamment dans l'hippocampe. Au niveau de ces synapses, les neurones

communiquent par l'intermédiaire de neurotransmetteurs qui sont libérés par le
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neurone présynaptique en réponse a son activation (Auerbach and Bennett, 1969).
Une fois libéré, les neurotransmetteurs se fixent au niveau de récepteurs spécifiques
postsynaptiques de nature ionotropique ou métabotropique.

Les récepteurs ionotropiques, qui seront décrits dans la suite du manuscrit, sont des
canaux ioniques dont I'activation permet I'ouverture et le passage d’ions. Les espéces
ioniques les plus courantes sont le Na*, le K+, le Cl et le Ca2+. Chacun de ces ions est
distribué de facon spécifique au sein des compartiments extracellulaires et
intracellulaires, contribuant ainsi a la création et au maintien d’'une différence de

potentiel de part et d’autre de la membrane plasmique, essentiels pour la transmission

neuronale ( ).
Milieu intracellulaire (mM) | Milieu extracellulaire mM) | Potentiel d’équilibre
Nat |14 140 60 mV
K+ | 140 5 -87mV
ca2t | 10 1 120 mV
c- |14 147 61 mV

Figure 22: Concentration des espéces ioniques dans les compartiments intracellulaire et
extracellulaire et leur potentiel d’équilibre (adaptée de Kadala et al., 2015 et
ressources.unisciel.fr).

Cette différence de potentiel, appelée potentiel de membrane, est compris entre -60
mV et -70 mV. Chaque espece ionique (X) possede un potentiel d’équilibre

électrochimique (Ex) qui peut étre définit par I'équation de Nernst :

Ex = —(g).ln <%)

Dans cette équation on retrouve :

Ex : potentiel d’équilibre de l'ion X.

R : constante des gaz parfaits.

T : température absolue en degrés Kelvin.
z : valence de l'ion.

F : constante de Faraday.

[X]i : concentration intracellulaire de l'ion X.

[X]e : concentration extracellulaire de l'ion X.
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La différence entre le potentiel de membrane et le potentiel d’équilibre de I'ion
constitue la driving force ou gradient électrochimique. Cette donnée permet de prédire,
pour un ion donné, son sens de déplacement a travers la membrane. Suite a
'ouverture des récepteurs ionotropiques, le passage d’ions va alors modifier le
potentiel de membrane. Lorsque I'espéce ionique entrante posséde un potentiel
d’équilibre supérieur au potentiel de membrane (driving force négative) on parle de
dépolarisation ou d’excitation du neurone. A linverse, lorsque I'espéce ionique
entrante posséde un potentiel d’équilibre inférieur au potentiel de membrane (driving
force positive), on parle alors d’hyperpolarisation ou encore d’inhibition neuronale.
L’excitation et l'inhibition de la transmission neuronale résultent de la libération de
neurotransmetteurs spécifiques, majoritairement le glutamate et le GABA, libérés par

I'activation de neurones spécialisés.

Le circuit trisynaptique par lequel transite la quasi-totalité de l'information
neuronale traitée par I'hippocampe est un circuit excitateur glutamatergique. Les
cellules qui le composent sont pour la plupart des neurones pyramidaux concentrés
au niveau de la corne d’Ammon et des cellules granuleuses situées au niveau du
Gyrus denté (Spencer and Bland, 2019). Le neurotransmetteur excitateur principal est
le glutamate. Il est produit a partir de la glutamine initialement présente dans les
astrocytes. Cette glutamine va étre transférée aux neurones dans lesquels elle sera
transformée en glutamate par la glutaminase (Walls et al., 2015). Une fois libéré dans
la fente synaptique, le glutamate s’associe a ses récepteurs postsynaptiques
ionotropiques ou métabotropiques ( ). Les récepteurs ionotropiques sont les
réecepteurs AMPA, NMDA et kainate. lls sont formés de plusieurs sous-unités
associées qui forment des pores dans la membrane plasmique et permettent le
passage des ions dans I'espace intracellulaire a I'origine de I'excitation du neurone

postsynaptique (Siddoway, Hou and Xia, 2011).
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La neurotransmission dans I'hippocampe

Les récepteurs AMPA (alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoazolepropionic
acide) se composent de quatre sous-unités (GluA1-4) le plus souvent organisées en
hétérodimeres. lls sont perméables aux ions Na*, K* et dans certaines conditions le
Ca?* (Figure 23) (Herguedas et al., 2016). La présence ou I'absence le sous-unité
GIuA2 détermine les propriétés physiologiques du récepteur puisque sa présence le
rend imperméable au Ca?* (Jeun et al., 2009). Chez les adultes, I'expression des
récepteurs AMPA dépourvus de GIuA2 est réduite (Chater and Goda, 2014).

Neurone présynaptique
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o K*
:
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Figure 23 : Synapse excitatrice glutamatergique (adaptée de Gielen, 2010). Les récepteurs du
glutamate se répartissent en deux catégories : les récepteurs métabotropiques couplés au protéines
G (MmGIuR), et les récepteurs ionotropiques (GIuR), parmi lesquels on retrouve les récepteurs au
kainate, les récepteurs AMPA et les récepteurs NMDA.

Les récepteurs AMPA (AMPAR) sont responsables d'un afflux rapide de cations se
traduisant par un courant dépolarisant rapide de quelques millisecondes (Kleppe and
Robinson, 1999).
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Les récepteurs NMDA (NMDAR) sont des tétrameres constitués de deux paires

d'homodimeres, chacun formé par des sous-unités distinctes. La premiere sous-unité,

GluN1, est essentielle a la fonctionnalité du récepteur et existe sous huit isoformes (1a

adaetlb a4b).
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Figure 24 : Voies de transduction impliquant les récepteurs NMDA et favorisant la survie ou la
mort neuronale (Benarroch, 2011). Lors de leur activation, les récepteurs NMDA synaptiques vont
faire entrer du calcium dans les neurones ce qui va par la suite activité la Ca?* /calmoduline (CaM)
kinase et ERK1/2 qui vont favoriser la survie neuronale. En revanche, l'activation des récepteurs
NMDA extra-synaptiques va conduire a I'activation des phosphatases Jacob et Calpaine qui vont

induire des processus pro-apoptotique et ainsi favoriser la mort cellulaire.

Cette sous-unité contient le site de fixation des co-agonistes du glutamate, la

D-sérine et la glycine, indispensables a l'activation du récepteur. La sous-unité GIuN2,

guant a elle, posséde quatre isoformes (GIuN-2A, 2B, 2C et 2D), qui modulent les

propriétés biophysiques et pharmacologiques du

56

récepteur.

Ces différentes



combinaisons influencent la sensibilité du récepteur aux ligands et sa cinétique, jouant
un réle clé dans la plasticité synaptique et le développement neuronal. C’est a son
niveau que se situe le site de fixation du glutamate.

Enfin la derniere sous-unité GIUN3 existe sous deux formes (GIUN3A et
GIuN3B) et son réle est encore peu connue. Les récepteurs NMDA (N-méthyl-D-
aspartate) se divisent en deux populations. On retrouve tout d’abord les NMDAR
présents au niveau de la synapse ( ). L’activation de ces récepteurs
postsynaptiques est a l'origine de courant dépolarisant lent pouvant durer plusieurs
centaines de millisecondes (Kleppe and Robinson, 1999). Ces NMDAR sont essentiels
a de nombreuses fonctions neuronales notamment la survie cellulaire. En effet, des
études ont montré que le flux de Ca?* généré par leur activité permet I'activation du
complexe Ca?*/calmoduline (CaM) kinase et ERK1/2, qui favorisent la survie
neuronale (Benarroch, 2011). Les NMDAR postsynaptiques jouent également un role

central dans les processus de plasticité synaptique.

La plasticité synaptique désigne les mécanismes moléculaires par lesquels la
synapse peut ajuster son efficacité de transmission, soit en la renforcant, soit en
I'affaiblissant. Ces effets opposés mais complémentaires sont essentiels aux
processus de mémorisation et d’apprentissage. La plasticité synaptique repose sur la
capacité des neurones a moduler I'expression de leur récepteurs postsynaptiques.
Ainsi, pour une méme activation, I'insertion de nouveaux récepteurs conduira a
'augmentation de la réponse neuronale, ce phénomeéne est appelé potentialisation. A
'inverse, leur internalisation conduira a une diminution de la réponse neuronale, on
parle alors de dépression. La modification durable de la quantité de récepteurs met en
jeu les AMPAR et les NMDAR.

Le terme de plasticité fait échos au remodelage structurel de la synapse dont la
taille peut augmenter ou diminuer. La potentialisation synaptique est généralement
induite par une activation intense du neurone postsynaptique. L’influx massif d’ions
provogue alors une dépolarisation suffisante pour expulser I'ions Mg?* présent dans le
canal des NMDAR, permettant ainsi le passage des ions Na* et Ca?* (Gielen, 2010).
L'entrée de Ca?" déclenche l'activation de kinases, entrainant le recrutement de
nouveaux récepteurs AMPA qui vont pouvoir s’insérer dans la membrane synaptique.
Cette insertion entraine I'élargissement de la synapse et 'augmentation de l'efficacité

de la transmission neuronale ( ).
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A Tlinverse de la potentialisation, la dépression se produit lorsque I'activité
synaptique est trés faible et se traduit par I'activation de phosphatases conduisant a
I'internalisation des AMPAR. Ce processus aboutit a la diminution de la synapse et a
la réduction de la transmission neuronale (Bear and Malenka, 1994; Malenka, 1994).
Si ces modifications persistent dans le temps, on parle de potentialisation a long terme
(LTP) ou de dépression a long terme (LTD) ( ). Il est possible d’induire ces
phénomenes in vitro au moyen de protocoles électrophysiologiques spécifiques afin
d’étudier les conséquences du peptide AB et de 'accumulation de glutamate sur la

plasticité synaptique.
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Figure 25 : Processus de plasticité synaptique a long terme (Vitureira & Goda, 2013). Lors d’une
activation forte et prolongée du neurone postsynaptique, un influx de Ca?* va transiter a travers les
NMDAR. Ce Ca?*va a son tour activité des kinases qui permettront I'insertion de nouveaux AMPAR au
niveau de la membrane plasmique. Cette insertion est a 'origine de la LTP (a droite). A 'opposé, une
activation faible et prolongée va induire l'internalisation des AMPAR qui est responsable de la LTD. Ces
deux mécanismes cellulaires complémentaires sont au coeur des processus de mémoire et
d’apprentissage.

La deuxiéme population de récepteurs NMDA sont localisés au niveau extra-
synaptiques. De fagon intéressante, ces récepteurs ont un rdle antagonistes aux
premiers puisque I'entrée de Calcium qu’ils générent est a I'origine de I'activation de
phosphatases impliquées dans divers voies métaboliques conduisant a la perte
synaptique et au processus d’excitotoxicité neuronale ( ) (Benarroch,
2011).
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Les récepteurs a la kainate constituent les troisemes et derniers récepteurs
ionotropiques au glutamate. lls s’organisent en tétrameéres et sont perméables aux ions
Na* et K*. Cing sous-unités ont été répertoriees (GLUK1a GIluK5) ( ). Ces
récepteurs peuvent étre localisés au niveau pré ou postsynaptique. Bien que leur réle
dans la neurotransmission soit encore peu exploré, ils sembleraient impliqués dans la
régulation de I'excitabilité (Ruiz et al., 2005). Des recherches effectuées sur des
tranches d’hippocampes de rats, ont également mis en évidence leur implication dans
la genése de courant dépolarisant lent de plus d’'une centaines de millisecondes a la
suite de stimulations délivrées a de hautes fréquences (100 Hz) (Vignes and
Collingridge, 1997).

Les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGIuR) possédent sept

domaines transmembranaires ainsi qu'un domaine intracellulaire ( ). lls font
partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Lorsqu'ils se lient
au glutamate, ces récepteurs subissent un changement de conformation, ce qui active
la protéine G a laquelle ils sont associés. Cette activation entraine a son tour
I'activation ou l'inhibition de divers effecteurs cellulaires.
Les mGIuR du groupe | (mGIuR1 a mGIuR5) sont principalement localisés au niveau
postsynaptique et activent la phospholipase C, ce qui entraine une augmentation du
calcium cytosolique. Les autres mGIuR, au nombre de six, inhibent I'adénylate cyclase,
une enzyme impliquée dans la synthése de I'AMP cyclique (Nakanishi, 1994; Anwyl,
1999). Bien que les récepteurs métabotropiques ne soient pas directement impliqués
dans la transmission synaptique en tant que tels, car leur activation ne provoque pas
de dépolarisation, ils jouent un réle crucial dans les processus de plasticité synaptique
(Balschun et al., 1999; Anwyl, 2009).

La transmission inhibitrice met en jeu I'acide y-aminobutyrique ou GABA qui
représente le principal neurotransmetteur mis en jeu. Le GABA est libéré par les
interneurones dont plus d’une vingtaine de sous-catégories sont présentes au niveau
de I'hippocampe. Tout comme le glutamate, le GABA est produit a partir de la

glutamine astrocytaire. Dans les interneurones, la glutamine va étre transformée en
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glutamate avant d’étre convertie en GABA par la glutamate-décarboxylase (Walls et
al., 2015). Le GABA peut se lier a trois types de récepteurs postsynaptiques : les

récepteurs ionotropique GABAa et GABAc et les récepteurs GABAs métabotropiques

( ).

Les récepteurs GABAasont les plus abondants. lls sont composés de cing sous-
unités qui forment un canal ionique intrinseque (Sieghart et al., 1999). Parmi les 19
sous-unités identifiées (a1-6, p1-3, y1-3, 6, €, 6, met p1-3), a1, B2 et y2 sont les plus
exprimées au niveau de I'hippocampe (Olsen and Sieghart, 2009). La grande diversité
de sous-unités permet la constitution d’'un large panel de récepteurs au propriétés
pharmacologiques diverses toujours a I'étude actuellement.
Les récepteurs GABAA sont le plus couramment constitués de la maniéere suivante :
deux sous-unités a, deux sous-unités 3 et une derniére sous-unité y. Le canal ionique
formé est perméable aux ions CI et dans une moindre mesure aux ions bicarbonates.
Les récepteurs GABAAa peuvent étre synaptiques ou extra-synaptiques. Dans le SNC,
le passage dlions a travers les GABAa synaptique génere des courants
hyperpolarisants inhibiteurs rapides et phasiques (Thompson and Stephenson, 1994).
Les GABAA, extrasynaptiques sont moins sensibles au GABA et semblent impliqués
dans une forme de communication neuronale plus lente appelée inhibition tonique
(Reddy, 2018).

Les récepteurs GABAc sont organisés en pentameres formés d’'une seule sous-
unité p dont trois isoformes ont été répertoriées (Bormann, 2000). lls sont surtout
localisés au niveau de la rétine chez les adultes mais peuvent également étre
retrouvés dans I'hippocampe et I'amygdale (Delaney and Sah, 2001; Lukasiewicz et
al., 2004; Alakuijala and Pasternack, 2006). Ces récepteurs semblent étre uniguement
perméables aux ions CI. Dans I'hippocampe, ils sont activés lors de stimulation
intense. L'absence d'activation par une stimulation faible laisse présager une

localisation extrasynaptique.
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Les récepteurs métabotropiques GABAs sont des heterodiméres composés de
deux sous-unités GB1 et GB2. Ces récepteurs sont exprimés dans I'ensemble du SNC

a la fois au niveau des sites presynaptiques et postsynaptiques (Sloviter, 1999).
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Figure 26: Synapse GABAergique inhibitrice (adaptée de Fischer et al., 2022). Les récepteurs
GABAergiques sont regroupés en deux catégories. On distingue ainsi les récepteurs canaux
ionotropiques GABAaqui permettent le passage du Cl-et des ions bicarbonate et le récepteur GABAc
gui est perméable au CI- uniguement. La deuxiéme catégorie correspond aux récepteurs
métabotropiques GABAg couplés au protéines Ga.i et Golo .

Les GABA& sont des RCPG couplés aux protéines Gaiet Gao. L’activation des
récepteurs postsynaptiques réduit I'excitabilité des neurones en inhibant les canaux
calcigues voltage-dépendants et en activant les GIRK (G-protein-coupled inwardly
rectifying potassium channels) (Misgeld, Bijak and Jarolimek, 1995; Chalifoux and
Carter, 2011). Les GABAsg présynaptiques peuvent également inhiber les canaux
calciques voltage-dépendants ainsi que I'adénylate cyclase (Nishikawa, Hirouchi and
Kuriyama, 1997). En plus d’influencer la transmission inbihitrice, 'ensemble des
GABAg pré et postsynaptiques sont également impliqués dans la régulation de la
potentialisation a long terme (LTP)(Chalifoux and Carter, 2010).
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La régulation de la transmission est cruciale pour maintenir une activité une
basale suffisante et efficace. Cette régulation s’opére a travers le maintien d’'un
équilibre dynamique entre les neurotransmissions excitatrice et inhibitrice. Dans le
circuit trisynaptique hippocampique, les signaux excitateurs provenant des neurones
pyramidaux sont continuellement modulés par l'activité inhibitrice résultant d’'une
coordination fine et d’'une synchronisation complexe des interneurones. En 2001, le
groupe de Megias et al ont tenté d’illustrer ce phénomene biologique en quantifiant le
nombre de connexions excitatrices et inhibitrices que pouvait recevoir une cellule
pyramidale. Chez le rat adulte, il a été estimé qu’'un seul neurone pyramidal de la
région CA1 pouvait recevoir approximativement 30 000 afférences excitatrices et 1700
afférences inhibitrices, principalement localisées dans le stratum pyramidale (40%)
(Megias et al., 2001).

Avant la mise en place d’'un réseau neuronal complexe et dense mettant en jeux
un systeme antagoniste excitation/inhibition (E/I), le circuit neuronal est d’abord
uniquement excitateur. Au cours des stades précoces du développement, les
synapses du SNC sont uniquement GABAergiques. La répartition des especes
ioniques a I'intérieur du compartiment neuronal differe de celle de I'adulte, notamment
en raison de l'ions CI" qui est alors plus concentré a I'intérieur du neurone. L’activation
des récepteurs GABAergiques génere alors une sortie des ions Cl- se traduisant par
une dépolarisation (Ben-Ari, 2002). La conversion des synapses GABAergiques
excitatrices en synapses inhibitrices survient au moment de la naissance (Tyzio et al.,
2006). Ce shift GABAergique est sous le contrble de co-transporteurs appartenant a
la famille des SLC (Solute Carrier Family). Cette famille regroupe 52 sous-catégories
dont celle des co-transporteurs électroneutres cation-chlore (CCCs) composée de 7
membres : deux NKCCs (co-transporteur Na*/K*/Cl, NKCC1 et NKCC2), quatre KCCs
(co-transporteur K*/Cl, KCC1 a KCC4) et un NCC (co-transporteur Na*/CI") (Chew et
al., 2019).
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Parmi ces co-transporteurs, ce sont les formes NKCC1 et KCC2, principalement
exprimées dans les neurones, qui sont impliquées dans le shift GABAergique (
) (Ben-Ari et al., 2012; Kaila et al., 2014).
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Figure 27: Profils d’expression et fonctions des NKCC1 et KCC2 au cours du développement
(adaptée de Kaila et al., 2014). Sur la figure A son représenter I'expression au cours du temps des
ARN messagers des NKCC1 (vert) et KCC2 (violet) dans le néocortex humain. La figure B représente
les fonctions des co-transporteurs en fonction de la maturité des neurones. Dans les neurones
immatures, le NKCC1 est davantage exprimé permettant au chlore de s’accumuler dans I'espace
intracellulaire. Dans les neurones matures, 'augmentation de I'expression des KCC2 induit une sortie
massive de chlore a I'origine du rdle inhibiteur du GABA.

Au cours du développement embryonnaire, c’est le NKCC1 qui est le plus
largement exprimé a la surface des neurones (Kanaka et al., 2001). La fonction du
NKCC1 est de faire entrer de chlore a l'intérieur des cellules. Il est donc a l'origine du
réle dépolarisant du GABA dans les neurones immatures (Yamada et al., 2004). A
l'inverse, le KCC2, dont I'expression deviendra majoritaire dans les neurones matures,
constitue le principal co-transporteur permettant I'extrusion du chlore neuronal. C’est
grace a 'augmentation progressive de son expression que le chlore va s’accumuler a
I'extérieur des neurones, conférant ainsi un role inhibiteur au GABA (Cherubini,
Gaiarsa and Ben-Aft, 1991; Rivera et al., 1999). Le role central qu'occupent les KCC2
dans la régulation de ’'homéostasie du chlore, et plus généralement dans le controle

de l'activité inhibitrice hippocampique, font aujourd’hui de ce co-transporteur un sujet
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d’étude particulierement intéressant. Ces recherches sont importantes pour
comprendre les mécanismes a I'origine des pathologies neurologiques dans lesquelles

I'équilibre entre les transmissions excitatrice et inhibitrice (E/I) est altéré.

C. Le co-transporteur KCC2

Le co-transporteur KCC2 a été identifié dans les années 1990s par Payne et al.
(1996) au cours d’études génomiques sur le cerveau de rat. Ce co-transporteur est
une glycoprotéine transmembranaire de 140 kDa constituée de 12 domaines
transmembranaires intercalés entre des extrémités intracellulaires N-terminale (acides
aminés 1 a 103) et C-terminale (500 derniers acides aminés) (Payne, Stevenson and
Donaldson, 1996). Cette protéine se distingue par la présence dune boucle
extracellulaire, située entre le 5™ et 6°™¢ domaines transmembranaires, contenant
les six domaines de N-glycosylation ainsi que des résidus cystéines essentiels au

transport des ionique ( ) (Agez et al., 2017; Céme et al., 2019).
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Figure 28 : Structure du KCC2 humain (Come et al., 2019). Le co-transporteur KCC2 est une
glycoprotéine de 140 kDa avec une topologie prédite de 12 domaines transmembranaires et une boucle
extracellulaire entre les domaines 5 et 6 contenant les sites de N-glycosylations et les résidus
cystéines. Le domaine N-terminal et C-terminal sont intracellulaires.
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Les structures tertiaires et quaternaires du KCC2 ne sont pas encore
complétement caractérisées, mais il est connu que ce co-transporteur peut former des
structures multimériques (dimeres, trimeres et tétrameres) en se liant avec lui-méme
ou avec d'autres protéines de la famille des co-transporteurs Cation/Chlore (CCCs) via
des ponts disulfures (Blaesse et al., 2006; Simard et al., 2007; Uvarov et al., 2009).
Chez I'Homme, le gene KCC2 (SLC12A5) produit deux isoformes, KCC2a et KCC2b,
qui peuvent interagir entre elles (Uvarov et al., 2007). Ces isoformes different par la
longueur de leur région N-terminale : KCC2a posséde une région N-terminale plus
longue de 40 acides aminés, incluant une séquence Ste20-related proline-alanine-rich
kinase (SPAK). Dans le systeme nerveux central (SNC), I'expression de KCC2 est
spécifique aux neurones, en raison de la présence d'un site de fixation pour le facteur
REST (RE1-silencing transcription factor) dans lintron 1 (Karadsheh and
Delpire,2001).
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Figure 29: Expression d KCC2 au cours du développement postnatal dans le cerveau de rat
(adaptée de Rivera et al., 1999 et Denneger.,2022). A, Analyse par Northern blot de I'ARNm total
isolé de I'hippocampe de rat a différents jours postnataux montre une augmentation prononcée de
'ARNmM de KCC2 avec une forte augmentation vers P5. B, Expression de 'ARNm KCC2 dans
I'nippocampe de rat en développement révélée par hybridation in situ. a, b, a E20, le marquage de
I'ARNmM KCC2 est observé dans le thalamus (Th). c, d, A PO, un faible marquage de 'ARNm est observé
dans le stratum pyramidale et le subiculum de I'hippocampe. e, f, A P5, un marquage plus intense est
observé dans les mémes régions qu'a PO, avec un marquage supplémentaire du gyrus denté (DG) et
du néocortex. g, Une nouvelle augmentation marquée de l'intensité du marquage est observée a P16
dans I'hippocampe et le néocortex. Barres d'échelle, 200 mm (atf), 400 mm (g). C, Au cours du
développement, 'expression des KC2 augmente et induit le changement de polarité de la transmission
GABAergique.
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Des études réalisées chez le rat montrent qu’au cours du développement
postnatal, le co-transporteur est d’abord détecté dans les neurones post mitotiques de
la moelle épiniere et du tronc cérébrale avant d’étre exprimé dans le reste des
structures cérébrales. S'’ils forment tout deux des co-transporteurs fonctionnels, le

profil d’expression des deux isoformes est néanmoins différent.

En effet, KCC2b est exprimé dans I'ensemble du cerveau avec une expression
fortement augmentée pendant le développement, contrairement au KCC2a dont
I'expression reste constante mais faible dans certaines régions du cerveau notamment
I'hippocampe, le cortex, le cervelet et le thalamus ( ) (Rivera et al., 1999;
Markkanen et al., 2014). Ces observations suggerent que KCC2b est I'isoforme
responsable du changement des réponses GABAergique dépolarisantes en réponse

hyperpolarisantes.

Chez 'Homme, I'expression des KCC2 augmente in utero a partir de la 25¢me

semaine post-conception. Cette expression serait maximal apres la naissance et
resterait stable a I'dge adulte (Sedmak et al., 2016).
Au niveau subcellulaire, KCC2 présente une expression diffuse au niveau des
membranes somato-dendritiques. En revanche, il est totalement absent de I'axone. I
peut également former des clusters a proximité des synapses glutamatergiques et
GABAergiques ( ) (Chamma et al., 2012).
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Figure 30 : Localisation neuronale du KCC2 (adaptée de Chamma et al. 2012) A, Schéma de la
séquence taguée du KCC2. B, expression du KCC2-tagué (rouge) dans des neurones
hippocampiques perméabilisés (DIV 22) et transfectés avec la eGFP (vert). C, expression des
clusters membranaires de KCC2 (bleu) au niveau de synapses excitatrices (homerlc-GFP : vert) et
inhibitrices (f-mRFP: rouge), barre d’échelle 2um. D, localisation des KCC2 tagués (rouge) au niveau
de l'arborisation dendritique (vert), barre d’échelle 1um.

Nous avons précédemment évoquée le réle fondamental que joue le KCC2 dans
la régulation de 'homéostasie du chlore et le shift de la transmission GABAergique,
processus mettant en jeux les KCC2b principalement. Ces fonctions sont essentielles
au sein des circuits neuronaux pour le développement et le maintien de I'équilibre entre
excitation et inhibition (E/l). En conséquence, les KCC2 font I'objet de nombreuses
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recherches, mettant en lumiere de nouveaux processus physiologigues auxquels ces

co-transporteurs pourraient étre liés.

Les premieres études sur des souris ont impliqué un Knock-Out des deux
isoformes du KCC2. Ces souris sont décédées peu apres la naissance en raison de
graves déficiences respiratoires et musculaires. Fait intéressant, les souris ne
possédant que l'isoforme KCC2a ont présenté des crises d'épilepsie séveres et n‘ont
survécu que deux semaines. Ces résultats suggérent un réle potentiel du KCC2a dans
le développement de la moelle épiniéere et du tronc cérébral
(Uvarov et al., 2007; Dubois et al., 2018).

En plus de leur role de co-transporteurs ioniques, les KCC2 jouent un rdle
crucial dans la régulation de 'osmolarité neuronale. Comme pour la plupart des co-
transporteurs membranaires, les flux ioniques générés par les KCC2 sont
accompagnés de mouvements d'eau importants, permettant a de nombreuses cellules
de moduler leur osmolarité. La régulation osmotique est d’ailleurs la premiére fonction
découverte concernant les KCCs qui ont été identifiés pour la premiere fois dans les
cellules épithéliales et les hématies (Lauf and Theg, 1980). Cette régulation est
particulierement essentielle lors d'une activité neuronale intense, ou les échanges

ioniques entrainent des flux d'eau significatifs provoquant un gonflement cellulaire.

Etant donné que les neurones ne possédent pas d’aquaporines, les
transporteurs membranaires, tels que les KCC2, sont nécessaires pour freiner I'entrée
excessive de molécules d'eau. L'implication des KCC2 dans ce processus a été
démontrée par Jourdain et al. (2011), qui ont observé, dans des cultures de neurones
corticaux de souris, que les KCC2 étaient indispensables a la réduction du volume
neuronal aprés activation par une application de glutamate (Jourdain et al., 2011). Ces
résultats ont été corroborés la méme année par les travaux de Pellegrino et son

équipe (Pellegrino et al., 2011).
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Au cours du développement postnatal et chez le rat adulte, la présence des
KCC2 semble fortement corréler, dans le temps et I'espace, avec la mise en place des
synapses glutamatergigues. Les analyses microscopiques et structurales menées par
Gulyas et al. (2001) montrent d’ailleurs une expression des KCC2 préférentiellement
localisée a proximité des synapses glutamatergiques (Gulyas et al.,, 2001). Ces
observations ont initialement surpris les chercheurs, étant donné le réle bien connu
des KCC2 dans le shift GABAergique. Gulyas et son équipe ont d'abord émis
I'nypothése que cette localisation particuliére permettrait aux KCC2 de réguler la
pression osmotique induite par l'activité glutamatergique et les flux ioniques associés.
Cependant, cette hypothése a été infirmée en 2007 lorsque Li et al. (2007) ont observé
des épines dendritiques présentant des morphologies anormales chez des souris KO
pour le géne KCC2. De maniere intéressante, cet effet semblait indépendant de la

fonction de co-transporteur ionique des KCC2 (Li et al., 2007).

Ce phénotype surprenant a mis en lumiére le réle crucial du co-transporteur
dans la formation et le maintien des synapses excitatrice. La question s’est alors posée
de savoir quels mécanismes sous-tendaient ses anomalies dendritiques. Par des
expériences de co-immunoprécipitation, les chercheurs ont identifié la protéine 4.1N,
une protéine de liaison spectrine/actine, comme partenaire du KCC2 (Baines, Lu and
Bennett, 2014). L'interaction s'établit entre le domaine C-terminal du KCC2 et le
domaine FERM de 4.1N, et la perturbation de cette interaction suffit a reproduire le

phénotype observé chez les souris KO.

Le role structurel des KCC2 dans la morphogenese des épines dendritiques a
été confirmé par d'autres études, notamment par Fiumelli et al. (2013), qui ont montré
gu'une surexpression des KCC2 dans des neurones pyramidaux corticaux de souris
entrainait une augmentation de la densité des épines dendritiques, accompagnée

d'une activité excitatrice exacerbée (Fiumelli et al., 2013).

En résumé, les co-transporteurs KCC2 jouent un role essentiel dans la
régulation et le maintien de la neurotransmission. Leur fonction principale consiste a

réguler I'noméostasie du chlore, un élément clé de la transmission GABAergique et de
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I'équilibre excitation/inhibition (E/I). Bien que cette fonction soit liée a leur activité de
transport ionique, d'autres processus synaptiques, tels que la morphogenése des
épines dendritiques et la régulation osmotique, dépendent des interactions protéiques

du KCC2, indépendamment de son role de transporteur.

Le trafic cellulaire des protéines membranaire est un élément crucial pour le
contrble de leur activité. Dans le cas des KCC2, I'adressage et la stabilisation des co-
transporteurs ont été étudiés a l'aide de diverses techniques, dont ['utilisation de
protéines couplées a des fluorochromes sensibles au pH.

Grace a cette approche appliquée a des cultures de neurones hippocampiques mutés,
Friedel et al. (2017) ont mis en lumiére le réle du domaine N-terminal dans I'adressage
membranaire du co-transporteur, ainsi que l'importance du domaine C-terminal pour

sa stabilisation (Friedel et al., 2017).

D’autres travaux ont permis d’identifier différents acteurs impliqués dans le
transport vésiculaire et I'exocytose membranaire des KCC2. Parmi les protéines
identifiées, le facteur de croissance B2 (TGF-B2) joue un role a la fois dans le trafic et
I'expression membranaire du KCC2, ainsi que dans le contrdle de son activité. TGF-
B2 favoriserait notamment l'interaction de KCC2 avec la protéine de liaison Ras 11,
essentielle a la translocation du co-transporteur vers la membrane (Roussa et al.,
2016).

Les KCC2 sont des protéines dynamiques, qui, a la suite de leur intégration a
la membrane plasmique, subissent plusieurs cycles d’endocytose/exocytose avant
d’étre définitivement dégradées. Cette dynamique a été mise en évidence par de
nombreux travaux permettant d’estimer la durée de vie du KCC2 a moins 4h avec un
renouvellement membranaire compris entre 20 et 30 minutes (Rivera et al., 2004; Lee,
Jurd and Moss, 2010; Puskarjov et al., 2012; Kahle et al., 2013).
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Concernant I'endocytose des KCC2, plusieurs mécanismes ont été proposés
notamment 'endocytose clathrine-dépendante. Les expériences menées par Macia et
al. (2006) ont en effet suggéré ce mécanisme a la suite de résultats montrant que
inhibition de TI'endocytose clathrine-dépendante générait une augmentation
significative de I'expression membranaire et totale des KCC2 (Macia et al., 2006). Ces
résultats ont par la suite été confirmé par Zhao et al. (2008) suite a I'observation de
I'interaction in vivo entre les KCC2 et la protéine de liaison a la clathrine AP-2 dans le

cerveau de souris adultes (Zhao et al., 2008).

La dégradation des KCC2 est un mécanisme qui peut étre initié par plusieurs
voies de signalisation. La premiere correspond a la voie lysosomale, un processus
nécessitant la phosphorylation du co-transporteur et qui est principalement déclenché
a la suite de I'activation des récepteurs muscariniques de l'acétylcholine (Lee, Jurd
and Moss, 2010). Le second mécanisme de dégradation fait intervenir le protéasome
et repose sur l'ubiquitination des KCC2 (G. Chen et al., 2017; Ma et al., 2021). Enfin,
la derniere voie de dégradation est liée aux récepteurs NMDA, et plus précisément a
I'influx de calcium qu'ils générent lors de leur activation. Ce calcium intracellulaire
active divers effecteurs, dont la calpaine, responsable du clivage du domaine C-
terminal stabilisateur des KCC2 (Puskarjov et al., 2012; Chamma et al., 2013).

Suite a leur synthése au niveau du SNC, les KCC2 peuvent s’oligomériser pour
former des complexes multimériques identifiés pour la plupart des co-transporteurs
électroneutres cation-chlore (CCCs) (Blaesse et al., 2006; Simard et al., 2007). La
répartition entre les formes monomériques, dimériques et oligomériques n’est pas
encore bien établie et reste un sujet de débat. Néanmoins, il semblerait que dans les
neurones, les KCC2 soient le plus couramment retrouvés sous forme d’hétérodimeres
(KCC2a/KCC2b ou KCC2/KCC4) (Uvarov et al., 2009; Agez et al., 2017; Smalley et
al., 2020). D'aprés les expériences de Watanabe et al. (2009) menées sur des cultures
primaires de neurones hippocampiques, cette organisation dimérique dépend du

domaine C-terminal des KCC2 (Watanabe et al., 2009). En particulier, une mutation
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de la tyrosine 1087 dans cette région entraine une réduction significative de

I'oligomérisation des co-transporteurs.

La relation entre la fonction des KCC2 et leur état d'oligomérisation est encore
en cours d'exploration, mais certaines études suggerent que la formation d'oligomeéres
pourrait améliorer le transport ionique. Par exemple, lvakine et son équipe ont identifié
une protéine partenaire des KCC2, la neuropilin and tolloid like-2 (Neto2), qui s'associe
préférentiellement aux formes oligomériques du transporteur, augmentant ainsi
I'extrusion du chlore dans les neurones hippocampiques de souris (lvakine et al.,
2013). Ces résultats ont été confirmés par des analyses d'immunofluorescences
quantitatives réalisées sur des cultures de neurones d’hippocampe de souris. Dans
ces cellules, I'interaction des oligoméres KCC2 avec Neto2 ou avec la sous unité
GluK2 des récepteurs kainates entrainait une augmentation du transport de chlore.
Dans le cas de GluK2, cette interaction était également associée a une augmentation
de I'expression membranaire des KCC2 (Pressey et al., 2017).

Une autre protéine appartenant a la famille des CCCs, la CIP1 (CCC-interacting
protéine 1) identifiée lors d’expériences menée sur des cellules HEK-293, semble elle

aussi améliorer la fonction des KCC2 (Wenz et al., 2009).

De nombreux sites de phosphorylations ont été identifiés dans les séquences
N-terminale et C-terminale des KCC2 ( ). Certaines de ces phosphorylations
favorisent la fonction, la stabilisation ou l'expression membranaire des KCC2
(phosphorylations activatrices), tandis que d'autres sont responsables de I'endocytose

et de la dégradation du co-transporteur (phosphorylations inhibitrices).

Parmi les phosphorylations favorables, la phosphorylation de la sérine 940
(S940), située au niveau du domaine C-terminal, a été largement étudiée. Réalisée
par la protéine kinase C (PKC), cette modification favorise a la fois la stabilisation et
I'activité fonctionnelle des KCC2 dans les cellules neuronales hippocampiques (Lee et
al., 2007; Chamma et al., 2012).
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Des mutations réalisées dans des cellules HEK293 ou chez des souris
génétiquement modifiées ont permis de mettre en évidence une autre phosphorylation
ayant des effets similaires. Il s’agit de la Sérine 937 qui permet, elle aussi, d’augmenter

le transport ionique des KCC2 (Radulovic et al., 2023).

En ce qui concerne les phosphorylations inhibitrices, celles-ci semblent
davantage concerner les résidus de thréonine, notamment la thréonine 906 (T906) et
la thréonine 1007 (T1007). La phosphorylation de ces résidus conduit a la
déstabilisation des KCC2 membranaires présents dans les neurones matures (Heubl
et al.,, 2017). Bien que les résultats de Moore et al. (2018) montrent également une
réduction de l'extrusion du CI, leur étude révele que ce sont principalement les
activités intrinséques du co-transporteur qui sont modifiées par ces phosphorylations
en C-terminal, plutbét que son expression membranaire (Moore et al., 2018). La
phosphorylation de T1007 nécessite plusieurs étapes, commencant par I'activation de
la WNK1 (with-no-lysine kinase 1), qui a son tour active deux kinases effectrices, SPAK
(STE20/SPS1-related proline/alanine-rich kinase) et OSR1 (oxidative stress response
kinase 1). La T906 implique également WNK1, mais les effecteurs spécifiques restent
inconnus (Zhang et al., 2020). Enfin, d'autres sites de phosphorylations inhibitrices ont
été proposés, en particulier sur les résidus de thréonine, dont les plus étudiés sont la
thréonine 906 et 1007. Ces phosphorylations sont connues pour déstabiliser les KCC2

membranaires et activer la voie de dégradation lysosomale (Lee, Jurd and Moss, 2010)
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La neurotransmission dans 'hippocampe
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Figure 31 : Les principaux sites de phosphorylation a I'origine de la régulation des KCC2
(adaptée de Cbme et al. 2019). Au niveau des domaines N-terminal et C-terminal, cette figure
répertorie les principaux sites de phosphorylation activatrices (vert) et inhibitrices (rouge) impliqués
dans la régulation de la fonction, I'expression et la stabilisation des KCC2a et KCC2b. D’autres sites
de phosphorylations sont illustrés comme les phosphorylations encore a I'’étude (violet et gris) et les
sites de phosphorylation n’affectant pas directement les KCC2 (beige). Dans le cas des KCC2a, un
site de phosphorylation inhibiteur supplémentaire est présent mettant en jeux la protéine kinase
SPAK.

Stabilisation médiée par 'APP et la géphyrine

Pour rappel, I'APP (protéine précurseur de I'amyloide) est une glycoprotéine
ayant un role central dans la maladie d'Alzheimer, car son clivage, via la voie
amyloidogénique, génere le peptide AB. Des études de co-immunoprécipitation
réalisées par Chen et al. (2017) sur des lysats de cellules HEK 293 ont révélé une
interaction physique entre les KCC2 et 'APP (Chen et al., 2017).

La question posée était de déterminer si cette interaction pouvait influencer
I'expression ou la fonction des co-transporteurs. Pour répondre a cette question, la
méme équipe a généré des souris APP KO et a analysé I'équilibre du chlore en

enregistrant les courants GABAergiques ainsi que l'expression des KCC2. Les
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résultats ont montré que I'homéostasie du chlore était altérée au niveau de la région
CAl de Il'hippocampe, avec une diminution & la fois totale et membranaire de
I'expression des KCC2 dans les neurones matures. Dans la suite de leur étude, ils ont
également exploré le mécanisme a l'origine de cette dérégulation. Les expériences ont
révélé que linteraction APP/KCC2 contribuerait a limiter la phosphorylation des

résidus de tyrosine impliqués dans la dégradation lysosomale ( ).

D’autres chercheurs ont examiné les conséquences de 'interaction entre 'APP
et les KCC2, et de fagon surprenante, des résultats opposés ont été observés dans
des cultures primaires de neurones corticaux. Les travaux de Doshina et al. (2017)
rapportent une réduction de I'expression totale des KCC2 en présence de 'APP
humain, impliquant le facteur USF1 (upstream stimulating factor 1), un régulateur de
la transcription du gene Slc12a5, qui code pour KCC2 (Doshina et al., 2017). Bien que
les effets de I'APP varient en fonction de la localisation des cellules neuronales et de
leur stade de maturité, il semble que la protéine APP joue un r6le important dans la

régulation de I'expression des KCC2.

En explorant les interactions protéiques des KCC2 dans des neurones corticaux
de rats, I'équipe d’Al Awabdh et al. (2022) a identifié 271 partenaires potentiels, dont
la géphyrine, une protéine connue pour stabiliser les récepteurs GABAA et de la
glycine au niveau des synapses inhibitrices (Lévi et al., 2004; Yu et al., 2007). Leur
étude montre que la géphyrine peut se lier au domaine C-terminal stabilisateur des
KCC2. lls ont quantifié I'expression des KCC2 dans des cellules Neuro2A co-
exprimant ou non la géphyrine, et ont observé une expression deux fois plus élevée
en cas de co-expression KCC2/géphyrine, avec des clusters ou les protéines étaient
freiguemment colocalisées (Al Awabdh et al., 2022). De plus, ces travaux suggerent
que la géphyrine régule également la fonction du co-transporteur dans les neurones

hippocampiques en augmentant I’extrusion du chlore intracellulaire.
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L’activité neuronale constitue I'un des éléments majeurs régulant I'expression
et la fonction des KCC2. Lorsque la transmission neuronale est perturbée, 'expression
membranaires des co-transporteurs ainsi que leur activité peuvent étre modifiées afin
de compenser transitoirement ces perturbations. Cette modulation, médiée par les
KCC2, serait essentielle car les variations de concentrations intracellulaires de chlore
qui en résultent impactent directement l'activit¢ GABAergique et les fonctions
neuronales telles que I'apprentissage ( ).(Fiumelli and Woodin, 2007). L'une
des voies de régulation de I'expression des KCC2 est liée a l'influx de calcium généré
par I'activation des récepteurs NMDA lors de I'activation glutamatergique. L'entrée de
calcium entraine la déphosphorylation de la S940 et le clivage du domaine C-terminal
par la calpaine, ce qui conduit a une réduction de I'expression membranaire des KCC2
(Puskarjov et al., 2012; Chamma et al., 2013).

Des études sur la potentialisation a long terme (LTP) ont également observé ce
phénomene. Wang et al. (2006) ont montré que l'activation des récepteurs NMDA
génére un flux de calcium qui diminue I'expression des KCC2 et contribue ainsi a
I'augmentation de la potentialisation dans I'’hippocampe des rats (Wang, Gong and Xu,
2006). De plus, lors de l'activité glutamatergique, I'entrée de calcium responsable de
la régulation négative des co-transporteurs peut également étre initiée par I'activation
des canaux calciques voltage-dépendants (VGCCs) (Fiumelli, Cancedda and Poo,
2005).

A propos de l'activité neuronale inhibitrice, peu d’études mentionnent son
impact sur la régulation des KCC2. Néanmoins, d’apres les analyses réalisées par
Heubl et son équipe sur des neurones hippocampiques de souris, I'activation des
récepteurs GABAA serait a I'origine d’'une réduction de I'expression membranaire des
KCC2 (Heubl et al., 2017). Le mécanisme proposé implique I'activation de la kinase
WINK1 et la phosphorylation des Thréonines 906 et 1007 précédemment présentée

en tant que phosphorylation négatives.

Un dernier mécanisme de régulation GABAergiqgue semble impliqué les

récepteurs metabotropiques GABAs. Wright et al. (2017) ont effectivement mis en
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évidence une association entre I'activation des GABABs qui favoriserait I'internalisation

des KCC2 par la voie d’endocytose clathrine-dépendante (Wright et al., 2017).
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Figure 32 : Régulation endogéne de I’expression membranaire et de la fonction des KCC2
(adaptée de Céme et al.,2019). De nombreuse protéines sont impliquées dans le trafic des KCC2
dont le taux de renouvellement a la membrane plasmique est compris entre 20 et 30 minutes. La
dynamique de ce trafic repose a la fois sur des processus phosphorylation activatrices ou inhibitrices
mais aussi sur des interactions protéiques qui participent a la stabilisation des KCC2 ainsi qu’a leur
dégradation au sein d'un cycle endocytose/exocytose complexe pouvant étre influencé par I'activité
neuronale.

Depuis leur découverte par Payne et son équipe en 1996, les co-transporteurs
KCC2 ont fait I'objet de nombreuses études en raison de leur role essentiel dans le
maintien de 'homéostasie du chlore et plus généralement dans la régulation de la
neurotransmission. Leur implication dans le développement de diverses pathologies
neurologiques telles que I'épilepsie ou encore la maladie d’Alzheimer en ont fait une

cible thérapeutique importante. Cette prise de conscience a permis le développement
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de composés pharmacologiques capables de moduler leur fonction et/ou leur

expression neuronale.

La découverte du CLP 257 est le résultat de plusieurs études initiées par Yves
de Koninck visant a identifier des composés pouvant augmenter l'activité des KCC2.
A la suite d’'un premier criblage réalisé sur plus de 92 000 composeés, 78 candidats
capables de diminuer la concentration de chlore intracellulaire ont été sélectionnés
(Gagnon et al., 2013).

Par la suite, de nouvelles analyses prenant en compte la toxicité, la facilité de
synthése et la spécificité des composés ont permis I'identification du CLP 257. D’aprés
les premiers résultats obtenus, le CLP 257 permettrait a la fois une diminution de 40%
de la concentration de chlore intracellulaire et une augmentation significative du
transport ionique (Delpire et al., 2009; Gagnon et al., 2013). Les chercheurs se sont
alors interrogés sur les mécanismes pouvant conduire & de tels effets. Ils ont tout
d’abord quantifié I'expression membranaire et totale des KCC2 en ayant recours aux
expériences de biotinylation de surface sur des tranches de moelle épiniére de rats.
Les résultats ont montré une augmentation marquée de I'expression des monomeéres
et des dimeres a la membrane des cellules. En paralléle, des études
pharmacocinétiques ont révélé une diminution rapide de la concentration plasmatique
du CLP 257, avec une demi-vie de seulement 15 minutes. Des analyses métaboliques
ont également indiqué que le CLP 257 est ciblé par la glucurono-conjugaison au niveau

de ses groupements hydroxyles, ce qui rend ce composé rapidement inactif.

A partir de ces résultats, il est apparu nécessaire de synthétiser un composé
possédant les mémes propriétés a I'égard des KCC2, tout en garantissant un effet
pharmacologique plus stable dans le temps. Pour répondre a cette nécessité, les
auteurs ont généré le CLP 290. En raison de I'ajout d’'un carbamate permettant de
protéger le groupement hydroxyle, la demi-vie de cette prodrogue a été amplement
augmentée et estimée a 5 heures. Le CLP 290 aurait également une concentration

plasmatique plus importante et semblerait ne pas induire d’effet secondaire.
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Suite a I'étude de Gagnon et al. (2013), les CLP 257 et 290 ont été largement
utilisés, mais les effets rapportés concernant leurs mécanismes d’action ont été remis
en question. En effet, une étude de Cardarelli et al. (2017) réalisée sur des cellules
NG-108 n’a révélé aucun changement dans la concentration intracellulaire de chlore
apres une exposition de 5 heures au CLP 257. De plus, cette étude remet en question
I'effet du traitement sur 'amélioration des fonctions du KCC2 annoncée par Gagnon et
son équipe. Selon Cardarelli et ses collaborateurs, le traitement n’induit pas de
potentialisation du transport ionique dans les cellules HEK293, mais semble plutot

potentialiser I'activité des récepteurs GABAa (Cardarelli et al., 2017).

Face a ces divergences, I'équipe d’Yves de Koninck a mené une nouvelle série
d’expériences complémentaires pour réaffirmer leurs résultats. Concernant I'étude de
Cardarelli, plusieurs €léments pourraient expliquer les résultats opposés. Par exemple,
la concentration de CLP 257 utilisée (100 uM) était bien supérieure a celle employée
par Gagnon et al. (0,6 yM). De plus, I'étude de Cardarelli a utilisé des cellules HEK293
surexprimant le KCC2, ce qui pourrait poser probléme étant donné que I'expression

physiologique des KCC2 n’est pas conservée dans ce modéle.

Malgré cette controverse, les effets des CLP ont été explorés pour diverses
pathologies, notamment I'épilepsie. Les études de Dzhala et Stanley (2021) ont montré
qgu’en fonction de sa concentration, I'application de CLP 257 (1-30 uM) sur des
tranches d’hippocampe restaurait ’'hnoméostasie du chlore et était associée a une
réduction de la fréquence des crises d’épilepsie dans un modéle murin

d’épileptogenése (Dzhala and Staley, 2021).

L’effet des CLP a également été évalué dans le cadre d’'une infection au virus
de d’'immunodéficience humaine (VIH) pour laquelle une altération de la transmission
GABAergique avait été constatée. Barbour et ses collaborateurs ont montré que le
CLP 257 permettait de réduire I'expression des KCC2 et I'hyperpolarisation
GABAergique caractéristique de l'infection (Barbour et al., 2020). Par la suite, des
expériences réalisées par la méme équipe sur des souris transgéniques HIV-1 Tat ont
également mis en évidence une restauration de I'expression des KCC2 associée a

I'augmentation de la phosphorylation sur la S940 (Barbour et al., 2021).
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Bien que les CLPs soient des composés pharmacologiques extrémement
prometteurs pour le traitement des maladies pour associées a une altération de
I'activité GABAergique, leur mécanisme d’action concernant I'expression des KCC2

doit étre caractérisé avant de considérer leur utilisation thérapeutique.

Depuis l'identification du CLP 257, de nouveaux potentialisateurs de I'activité
du KCC2 ont été recherchés. De nombreuses molécules candidates ont alors été
testées dont la prochlorpérazine (PCPZ), un dérivé antipsychotique de la pipérazine et
de la phénothiazine qui présentait la meilleure efficacité et aucun effet cytotoxique
(Liabeuf et al., 2017). Les effets de la PCPZ (10uM) ont d’abord été évalués sur des
motoneurones de la moelle épiniere de rats nouveau-nés. Les enregistrements
électrophysiologiques obtenus ont montré un effet positif du traitement sur I'extrusion
du chlore intracellulaire parallelement & une augmentation de la transmission
synaptique inhibitrice. Afin de vérifier I'implication des KCC2, les co-transporteurs ont
été quantifiés par immunomarquage. Les mesures effectuées ont confirmé une
augmentation significative de I'expression des KCC2 a la suite de I'application de la
PCPZ.

Bien que la PCPZ semble prometteuse, tout comme le CLP, les mécanismes
sous-jacents a ses effets observés sur les KCC2 restent inconnus. Toutefois, un
avantage non négligeable de cette molécule est qu'elle est déja utilisée en traitement
clinique, ce qui pourrait faciliter et accélérer son adaptation a d'autres pathologies, tout
en réduisant les codts. En effet, la PCPZ est prescrite comme antipsychotique dans le
traitement de la schizophrénie, par exemple. Son mode d’action principal consiste a
bloquer les récepteurs dopaminergiques D2. Cependant, d’autres cibles ont également
ete identifiees, telles que les récepteurs histaminiques, noradrénergiques,
sérotoninergiques, et cholinergiques, ainsi que les transporteurs de la dopamine et de
la norépinéphrine (Silvestre, J.S. and Prous, J., 2005; Hempel et al., 2013). Elle est
aussi administrée dans le cadre des migraines pédiatriques ou des nausées et
vomissements associés a la chimiothérapie (Lindley et al., 2005; Bachur, Monuteaux
and Neuman, 2015).
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Compte tenu de la diversité des cible pharmacologiques de la PCPZ, divers
effets indésirables ont été répertoriés. Parmi ceux-ci, on trouve des symptdomes de
dystonie aiglie, de parkinsonisme ou encore d’akathisie qui sont liés a son action
antipsychotique (Olsen, Keng and Clark, 2000; Kelley and Tepper, 2012). Des
désordres oculaires tels que la cataracte ou encore des troubles cutanés
(pigmentation, urticaires) ont été également identifiés(Caughey et al., 2010). Enfin, la
PCPZ peut entrainer des effets anti-adrénergiques (hypotension), antihistaminiques

(sédation) et anticholinergiques (anorexie, constipation, rétention urinaire).

D. Neurotransmission Hippocampique et Pathologie d'Alzheimer :
Roéle du peptide AB

Le peptide B-amyloide a été caractérisé pour la premiére fois par le pathologiste
ameéricain George Glenner en 1984. Bien que ses recherches initiales aient
principalement porté sur son implication pathologique dans la maladie d’Alzheimer
(MA), les recherches se sont depuis concentrées sur ce réle spécifique. Ce n’est qu’en
1990, grace aux travaux de Yankner et al., que les fonctions physiologiques du peptide
B-amyloide ont été décrites pour la premiere fois, mettant en lumiére ses propriétés
neurotrophiques. |l a été démontré qu’un traitement avec des concentrations
picomolaires (pM) de B-amyloide pouvait favoriser la survie des neurones

hippocampiques immatures en culture (Yankner, Duffy and Kirschner, 1990).

Ces observations ont été corroborées en 2009 par Giuffrida et ses
collaborateurs, qui ont montré que les monoméres de 3-amyloide pouvaient soutenir
la survie des neurones en développement lorsque les cultures étaient privées de
facteurs trophiques. Parallelement, ils ont découvert que ces monomeres pouvaient
protéger les neurones matures contre les phénomeénes d’excitotoxicité (Giuffrida et al.,
2009).
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A cette fonction neurotrophique s’ajoutent des fonctions immunitaires. Le
peptide AB est un ligand des récepteurs couplés aux protéines G impliqués dans la
réponse immunitaire et aurait en plus des propriétés antimicrobiennes contre huit
micro-organismes courants (Le etal., 2001; Soscia et al., 2010).Le peptide 3-amyloide
semble également jouer un réle dans la régulation de I'activité synaptique. Les travaux
publiés par Abramov et al. (2009), réalisés sur des tranches et des cultures
d'hippocampe de souris, ont montré que le B-amyloide agissait comme un activateur

de la libération de neurotransmetteurs (Abramov et al., 2009).

Ces données ont été confirmées plus récemment par une étude montrant que
I'application de trés faibles concentrations d’oligomeéres (200pM) sur des tranches
d’hippocampes de rats se traduisait par une augmentation de la fréquence des
courants miniatures excitateurs (MEPSCs) (Gulisano et al., 2019). En plus de l'effet
notable sur la transmission synaptique, I’Ap oligomérique (Apo) semble aussi favoriser
les processus de mémorisation. Puzzo et al. (2008) ont montré qu’une application
picomolaire d’Ap pouvait induire une augmentation de la plasticité a long terme (LTP)
(Puzzo et al., 2008). Cependant, dans une étude ultérieure par la méme équipe, une
concentration plus élevée de B-amyloide, de 'ordre du nanomolaire, semblait avoir

des effets déléteres sur la plasticité synaptique (Puzzo, Privitera and Palmeri, 2012).

Ces résultats ont permis de mettre en évidence un fait essentiel concernant le
peptide : la toxicité de 'AB ne réside pas dans le peptide lui-méme, mais dans la
concentration a laquelle il est présent dans le cerveau. Cet effet hormétique du peptide
suggere donc qu'il existe une concentration physiologique seuille au-dela de laquelle
le peptide devient toxique. D’aprés des mesures effectuées dans le cerveau de souris
par microdialyse in vivo, la concentration physiologique du peptide serait de I'ordre du
picomolaire (Teich, Patel and Arancio, 2013). Il apparait donc qu’un déséquilibre entre
la production du peptide Ap et sa clairance puisse constituer 'un des mécanismes clés
dans le déclanchement de la maladie d’Alzheimer. Ce constat fait échos a I'hypothése

amyloide qui fait de 'accumulation du peptide I'élément a I'origine de la pathologie.
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Dans la section précédente, nous avons observé que la différence entre le role
physiologique et pathologique du peptide AB dépend essentiellement de sa
concentration. A présent, dans le contexte de la maladie d'Alzheimer, il est crucial de
comprendre comment I'accumulation d'ApB favorise I'hnyperactivité neuronale et la perte

synaptique hippocampique caractérisées au cours des premiers stades de la maladie.

Au cours des derniéres décennies, de nombreux travaux ont montré que la
diminution caractéristique de l'activité neuronale associée aux stades avances de la
maladie d'Alzheimer était précédée d'une période d'hyperactivité. Ce phénomeéne
pathologique, observable dans I'hippocampe bien avant la formation des plaques, a
été décrit chez les patients porteurs de mutations familiales de la MA (Quiroz et al.,
2010). Cette activité neuronale anormalement élevée, reconnue comme l'un des
biomarqueurs précoces de la pathologie, a également été observée dans notre équipe
ainsi que par Busche et al. (2012) au niveau de I'hippocampe de souris modéles de la
MA surproduisant le peptide ou aprés I'application d’Ap dimérique (Busche etal., 2012;
Bosson et al., 2017; Paumier et al., 2022).

Face a ces observations, la communauté scientifique s'est penchée sur les
mécanismes par lesquels I'accumulation d'AB pourrait induire cette hyperactivité. Une
hypothése initiale suggérait que l'augmentation de la concentration d'AB pourrait
perturber l'activité synaptique excitatrice. Des recherches ont alors été menées pour
évaluer l'impact de I'AB sur la régulation de I'noméostasie du glutamate, le principal
neurotransmetteur impligué dans la transmission excitatrice. Ces investigations ont
réevélé plusieurs éléments clés. Premiérement, elles ont mis en évidence les
mécanismes de recapture et de dégradation du glutamate. En conditions normales,
les neurotransmetteurs libérés dans la fente synaptique doivent étre rapidement
dégradés ou recapturés. Pour le glutamate, la recapture est principalement assurée

par les astrocytes, qui concentrent la majorité des transporteurs de glutamate.
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la majorité des transporteurs au glutamate ( ) (Anderson and Swanson, 2000;
Mahmoud et al., 2019). De facon intéressante, des analyses post-mortem, réalisées
sur des échantillons de cerveaux de patients Alzheimer, ont identifi€ une diminution
de I'activité de ces transporteurs, notamment le Glutamate Transporter 1 (GLT-1) aussi
appelé EAAT2 pour Excitatory Amino Acid Transporter 2 (Masliah et al., 1996). Cette
réduction a également été décrite pour des échantillons de cerveaux de patients
apparentés MCI, c’est-a-dire sans trouble cognitif apparent mais avec un cerveau
présentant les caractéristiques anatomiques de la MA (Kobayashi et al., 2018).

Enfin, Zott et al. (2019) ont plus récemment confirmé qu’une application d’Apo sur des
neurones hippocampiques de souris était responsable d’'un défaut de recapture du

glutamate et serait a I'origine d’'une hyperactivité (Zott et al., 2019).

En plus de la perturbation des mécanismes de recapture du glutamate, la
dégradation de ce neurotransmetteur semble elle aussi affectée. Plus précisément,
I'activité de la glutamine synthétase, 'une des enzymes impliquées dans ce processus,
semble perturbée par la présence excessive du peptide Ap (Butterfield et al., 1997).
Ces résultats, obtenus chez les malades Alzheimer, ont également été observés dans

des modeles murins de la pathologie (Schallier et al., 2011; Hefendehl et al., 2016).

L'altération des processus de recapture et de dégradation du glutamate semble
étre le principal mécanisme responsable de l'augmentation de sa concentration dans
la fente synaptique, favorisant ainsi I'hyperactivité neuronale. Toutefois, cette
accumulation de glutamate pourrait également découler d'une augmentation de sa
libération par le neurone présynaptique. Cette seconde hypothése a été étudiée et a
donné des resultats inattendus. Par exemple, des recherches menées par Russel et
al. (2012) sur des neurones hippocampiques montrent qu'une application d’Apa2 (50
nM) peut fragiliser le complexe vésiculaire VAMP2/Synaptophysine, entrainant une

augmentation de la libération présynaptique de glutamate (Russell et al., 2012).

En revanche, I'étude de Talantova et al. (2013) contredit ces résultats en ne
montrant aucun effet du peptide ARz, malgreé Il'utilisation de la méme concentration et
de la méme structure (Talantova et al., 2013). Bien que les mécanismes menant a
laugmentation du glutamate soient encore débattus, les conséquences de ce

déséquilibre sont bien établies et seront discutées dans la section suivante.
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Comme nous l'avons vu, le glutamate est un acide aminé dont la concentration
extracellulaire est étroitement régulée. En conditions normales, sa concentration dans
les fentes synaptiques est d'environ 0,6 uM. Lors de la libération, cette concentration
peut atteindre environ 10 uM pendant I'activation neuronale. Les mécanismes de
recapture et de dégradation permettent un retour rapide a la concentration basale,
généralement en 1 a 2 ms (Clements et al.,, 1992). Dans la maladie d'Alzheimer,
I'accumulation du peptide AR ralentit ce retour, entrainant une augmentation prolongée

du glutamate, qui peut alors devenir toxique pour les neurones.

La neurotoxicité du glutamate a été démontrée dans les années 1950, lorsqu'il
a été ajouté a l'alimentation de souriceaux, entrainant la destruction des neurones
rétiniens (Lucas and Newhouse, 1957). Plus tard, en 1969, le neurologue américain
John W. Olney a montré que l'injection sous-cutanée de glutamate pouvait provoquer
des nécroses dans différentes régions du cerveau. De facon intéressante, ces effets
neurotoxiques étaient réduits lorsque les récepteurs au glutamate ou a ses analogues
étaient inhibés (Olney, 1969). Ces découvertes ont permis d'établir le rdle majeur des
récepteurs au glutamate dans la mort neuronale et ont conduit a la formulation du
concept d'excitotoxicité par J.W. Olney. Aujourd'hui, I'excitotoxicité est définie comme
une dégénérescence neuronale résultant d'une activation excessive des récepteurs

excitateurs (Mattson, 2017).

A ce jour, la quasi-totalité des sous-types de récepteurs au glutamate ont été
impliqués dans la médiation de la neurotoxicité. Bien que la base moléculaire de la
toxicité du glutamate reste incertaine, il est généralement admis qu'elle dépend en
grande partie du Ca?* (Choi, 1992; Sattler et al., 2012). Par conséquent, les récepteurs
NMDA (NMDAR), essentiels pour les processus de plasticité, ont été largement
étudiés en lien avec les phénomeénes d’excitotoxicité. Dans la cadre de la maladie
d’Alzheimer, il a été démontré que 'augmentation de glutamate médié par peptide Ap
favorisait I'activation des NMDAR extra-synaptiques (Wang et al., 2013). Il semble
donc que l'activation excessive de ces récepteurs joue un rdle crucial dans les

processus d’excitotoxicité médiés par le peptide AB.
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Etant donné le role central des récepteurs NMDA dans les processus de
plasticité synaptique, de nombreuses études ont examiné les conséquences de
'accumulation d’AB sur ces mécanismes. Concernant la LTP, la littérature est sans
équivoque et décrit une altération systématique de la potentialisation dont le niveau
est cependant trés dépendant du modele murin utilisé (Gengler, Hamilton and
Holscher, 2010; Spires-Jones and Knafo, 2012). Ces résultats semblent toutefois
confirmer l'effet du peptide AP sur les processus de plasticité a long terme. Ceci a
d’ailleurs été corroborer par les travaux de Shankar (2007, 2008) qui ont démontré que
I'application d'AB oligomérique sur des tranches d'hippocampe de souris, obtenues a
partir du cortex de patients Alzheimer, inhibait la LTP, augmentait la LTD et réduisait
la densité synaptique. Ces modifications étaient dépendantes de l'activation des
NMDAR (Shankar et al., 2007, 2008).

Comme mentionné précédemment, le peptide AB influence les récepteurs
NMDA extra-synaptiques, augmentant leur activité. Il a été observé que cette
activation accrue pouvait entrainer une désensibilisation des récepteurs, qui seraient
ensuite internalisés (Snyder et al., 2005). Cette internalisation peut modifier I'influx de
calcium intracellulaire et ainsi perturber les processus de plasticité (Ronicke et al.,
2011; Kervern et al., 2012). Bien que les processus de plasticité soient principalement
dépendants des NMDAR, Guntupalli et al. (2016) ont également étudié les effets d'AB
sur les récepteurs AMPA (AMPAR). Leurs recherches ont révélé que les oligomeres
d'AB pouvaient altérer le transport des AMPAR, réduisant ainsi leur expression
membranaire. Ces altérations contribuent aux défauts de la LTP et a la réduction

pathologique de la densité synaptique (Guntupalli, Widagdo and Anggono, 2016).

Parallelement a ces phénomenes, de nombreux travaux actuels suggeéerent que
les effets pathologiques des Apos sont dépendants de leur liaison physique avec la
protéine membranaire APP. Des travaux réalisés dans notre équipe, au niveau du
cortex somato-sensoriel de souris, ont permis de montrer que I’Ap extracellulaire peut
interagir avec I'’APP et favoriser son clivage en A, propageant et perpétuant ainsi les

altérations synaptiques excitatrices (Rolland et al., 2020).
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A la suite du clivage de 'APP, les résultats obtenus ont également mis en
évidence la formation de deux populations distinctes d’AB. Une partie des AR
nouvellement synthétisés s’accumule dans le cytosol, ou elle contribue a la diminution
des courants excitateurs et a I'altération de la plasticité synaptique. L’autre partie,
libérée dans I'espace extracellulaire, est responsable de la propagation de la maladie
aux neurones sains voisins. De maniére intéressante, les effets délétéres des APos
étaient réduits par le blocage pharmacologique de l'activité des enzymes impliquées
dans le clivage amyloidogénique de 'APP.

Ce cercle vicieux, qui entraine une augmentation supplémentaire de la synthése
du peptide AB, a été confirmé par d'autres études montrant que I'hyperactivité
neuronale augmentait également la production et la sécrétion du peptide(Kamenetz et
al., 2003; Dolev et al., 2013; Yamamoto et al., 2015).

En résumé, dans les phases précoces de la maladie d'Alzheimer, la
surproduction des espéces oligomériques d'AB, observée chez les patients porteurs
de mutations familiales, entraine une dérégulation du glutamate. Cette augmentation
de la concentration de glutamate a des effets déléteres sur [I'équilibre
excitation/inhibition de la transmission synaptique hippocampique, contribuant au
maintien d'un état hyperactif défavorable aux processus de plasticité et a la survie
neuronale. De plus, l'interaction entre Ap et APP favorise le clivage de I'APP, ce qui
entraine une augmentation concomitante de la production de peptide A, permettant

ainsi la transmission et la perpétuation des altérations amyloides.

L’hyperactivité hippocampique précoce induite par I'accumulation d’Ap
oligomérique a été observé dans de nombreux modeles animaux de la maladie
d’Alzheimer comme les souris APP23XPS45 ou hAPPJ20 (Busche et al., 2008; Palop
and Mucke, 2016). Dans ces modeles murins, il est intéressant de noter que
I'hyperactivité observée était dépendante d’'une réduction significative de l'activité
inhibitrice GABAergique mettant en jeux les interneurones.

Pendant longtemps, la neurotransmission GABAergique a été considérée

comme préservée dans la MA (Rissman, De Blas and Armstrong, 2007). Cependant,
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de nombreuses preuves indiquent que des altérations dans la neurotransmission
GABAergique jouent un role dans la physiopathologie de la maladie et pourraient
constituer des cibles pharmacologiques pour les traitements précoces. Ainsi, les
recherches sur la maladie d'Alzheimer se sont intensément concentrées sur les
mécanismes par lesquels la production pathologique d'AB oligomériques perturbe la

transmission inhibitrice, contribuant au déséquilibre excitation/inhibition.

Dans leurs travaux effectués sur des souris hAPP20J, Verret et al. (2012) ont
par exemple mis en évidence une diminution du nombre d’interneurones, notamment
les cellules exprimant la parvalbumine. Cette réduction a été associée a des
perturbations du réseau neuronale et des déficits mnésiques qui ont également été
confirmés chez des patients Alzheimer (Verret et al.,, 2012). Plus récemment, un
dysfonctionnement des interneurones exprimant la somatostatine a également été
détecté, et semble impliqué dans les altérations des capacités mnésiques observées
chez les souris APP/PS1-A9 (Schmid et al., 2016).

D’autres études, s’intéressant davantage aux processus cellulaires impliqués
dans ces perturbations, ont décrit plusieurs modifications concernant les récépteurs
GABAergiques hippocampiques. Les observations ont notamment révelé une
réduction importante de I'expression des récepteurs GABAAa, ainsi qu’un changement
dans la composition de leurs sous-unités en réponse a I'accumulation d’Apos (Luchetti,
Huitinga and Swaab, 2011; Hector and Brouillette, 2021). L'implication des récepteurs
GABAA a été confirmé dans d’autres modéles souris Alzheimer tels que les souris
5XFAD. Dans ce modele, I'hyperactivité enregistrée dans la région CAl de
I’hippocampe a été corrigée par l'injection intraventriculaire de gaboxadol, un agoniste
des récepteurs GABAA (Li et al., 2021).

De par leur nature ionotropique, I'inhibition postsynaptique, médiée par les
récepteurs GABAA,, est en grande partie déterminée par la répartition extracellulaire et
intracellulaire des ions CI. Nous avons précédemment vue que 'homéostasie de cet
ion était régulée par I'action antagoniste des co-transporteurs importateurs NKCC1 et
exportateurs KCC2 (Ben-Ari, 2014). Dans les neurones matures, un déficit de
'expression des KCC2 pourrait donc conduire a une augmentation de chlore

intraneuronal, perturbant la polarité des courants GABAergiques et réduisant ainsi
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I'activité inhibitrice. Ce phénoméne a été documenté dans I'étude électrophysiologique
réalisée par Chen et son équipe, dans laquelle I'altération de la polarité GABAergique
et des courants inhibiteurs ont été associés a une diminution de I'expression des KCC2
(M. Chen et al., 2017). De plus, ils ont également rapporté que I'APP pouvait interagir
avec le co-transporteur pour maintenir son expression membranaire en empéchant sa
dégradation. Selon ces résultats, il semble que I’APP puisse participer a la régulation
de 'homéostasie de la transmission inhibitrice en régulant I'expression membranaire
des KCC2.
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Objectifs

Avec l'allongement de I'espérance de vie, il a été estimer que le nombre de
personnes atteintes par la maladie d’Alzheimer (MA) pourrait tripler d’ici 2050. Face
aux enjeux sociétaux de cette pathologie et au fardeau économique qu’elle représente,
les recherches sur la MA sont désormais cruciales pour améliorer la compréhension
des mécanismes sous-jacents et développer des traitements efficaces pour ralentir ou
endiguer sa progression. Des découvertes majeures ont déja permis l'identification de
processus cellulaires impliqués dans I'apparition et le développement de la pathologie.
Ainsi, au cours du stade précoce qui précede I'apparition des plaques amyloides, une
hyperactivité neuronale a été caractérisée au niveau de I'hippocampe. Chez 'Homme,
cet état hyperactif est associé a une augmentation de la synthése des formes
oligomériques du peptide AB dont la surproduction perturbe I'équilibre entre les
transmissions excitatrice et inhibitrice.

Les interneurones GABAergiques sont essentiels pour la régulation de cet
équilibre E/I et leur dysfonctionnement a déja été rapporté dans différents modeles
murins de la MA mettant en jeux une diminution de I'expression des co-transporteurs
KCC2. En condition physiologique, I'expression des KCC2 est régulée par la protéine
APP dont le clivage est augmenté en présence d’Ap.

Ainsi, au regard de ces éléments, I'objectif de mon travail de thése a donc été
d’identifier si 'augmentation du clivage de I'APP, médiée par 'accumulation précoce
d’oligoméres A, pouvait perturber I'équilibre E/I en modifiant I'expression des KCC2.

Pour ce faire, mon projet été organisé en trois axes principaux :

1.Etudier I'effet de la surproduction d'oligoméres AB sur les transmissions synaptiques

hippocampiques glutamatergique et GABAergique.

2.Evaluer 'implication de I’APP et du co-transporteur KCC2 dans les perturbations de

I'équilibre E/l médiées par les Apos et identifier les mécanises cellulaires sous-jacents.
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3.Définir si la restauration pharmacologique de la fonction et de I'expression des KCC2
permet de prévenir les altérations de la transmission synaptique hippocampique

caractéristiques des stades précoces de la maladie d'Alzheimer.

Pour explorer ces divers axes de recherche, des coupes aigués d'hippocampes
de souris agées d'un mois ont été réalisées. L'impact des oligoméres d'AB sur la
neurotransmission a été évalué par des enregistrements électrophysiologiques
effectués au niveau des neurones pyramidaux situés dans le stratum pyramidale de la
région CA1, en présence d'ABos ou chez des souris APP/PS1-21.

Un paradigme similaire a été utilisé dans I'nippocampe de souris APPX® ou de
souris témoins afin d'évaluer le réle de I'APP et des KCC2 dans les perturbations de
I'équilibre excitation/inhibition (E/I). Ces expériences ont été complétées par des
analyses biochimiques semi-quantitatives réalisées a la suite de fractionnements
cellulaires, permettant la séparation des fractions membranaires et cytosoliques.

Concernant les KCC2, leur quantification a également été effectuée par des
marquages immunofluorescents réalisés sur des cultures de neurones
hippocampiques. Des études pharmacologiques et biochimiques nous ont ensuite
permis de caractériser l'incidence des ABos et du clivage de I'APP sur leur expression
et fonction.

Enfin, le potentiel des co-transporteurs, en tant que cible thérapeutique, a été
évalué au cours d'une étude électrophysiologique menée sur des animaux
transgéniques injectés quotidiennement avec le CLP 290. L’ensemble de ce travail de

these fera tres prochainement I'objet d’une publication scientifique.
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Matériel et Méthodes

A. Animaux

Toutes les expériences ont été réalisées conformément aux directives relatives au
soin des animaux élaborées sur la base des directives du Conseil de la Communauté
européenne du 24 novembre 1986 (86/609/CEE), en accord avec les directives
nationales francaises relatives au soin des animaux (protocole APAFIS #39213-
202210071415768) et aprées approbation du comité d’éthique de linstitut des
neurosciences de Grenoble. Pour cette étude, les lignées de souris suivantes ont été

utilisées :

- Les souris wild-type (WT) sur fond génétique C57BI6/J (Janvier, Lyon, France).

- Les souris APP/PS1-21 modéle de la maladie d’Alzheimer. Ces animaux co-
expriment la mutation suédoise humaine (KM/67/671NL) du gene de la protéine
précurseur de lI'amyloide (APPswe) et la mutation humaine L166P du géne de la
préséniline 1 (PS1), toutes deux sous le contrble du promoteur Thyl. Ces
mutations engendrent une augmentation de la production du peptide AP
perceptible dés 14 jours. Cette lignée de souris provient du laboratoire du
professeur Mathias Jucker et a été maintenue dans un état hétérozygote et

rétrocroisée sur un fond génétique C57BI6/J (Janvier, Lyon, France).

- Les souris C57BI6/J Knock-Out (KO) pour la protéine précurseur amyloide
(APPtm1Dbo KO ou APPK?) (Laboratoire Jackson).

En dehors des cultures cellulaires qui ont été effectuées a partir d’embryons (E15)
provenant de souris WT (C57BI6/J) gestantes d’ages différents, toutes les expériences
ont été réalisées sur des souris méles et femelles dont I'dge était compris entre 25 et

32 jours.
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B. Mesures électrophysiologiques de I'activité neuronale

Les tranches aigues d’hippocampe sont des modéles tissulaires qui rendent
possible I'’étude fonctionnelle de la neurotransmission en conservant I'architecture du
réseau hippocampique permettant ainsi de préserver les connexions et I'organisation
intercellulaires physiologiques. Les tranches d'hippocampe ont été préparées a partir
de souris agées entre 25 a 32 jours. Les souris ont été sacrifiées par dislocation
cervicale selon le protocole validé par le comité d'éthiqgue de linstitut des
neurosciences de Grenoble. Le cerveau a été rapidement prélevé et des tranches
sagittales de 300 um d'épaisseur contenant a la fois le cortex et I'hippocampe ont été
coupées dans une solution de coupe glacée (en mM : 2.5 KCI, 1.25 NaH2PO4, 10
MgSOa4, 0.5 CaClz, 26 NaHCOs, 234 Saccharose, et 11 Glucose) avec un vibratome a
lame Leica VT1200S. Les tranches ont été microdisséquées pour isoler I'nippocampe
et conservées dans une solution oxygénée de liquide céphalorachidien artificiel
(aCSF) contenant les éléments suivants (en mM) : 119 NaCl, 2.5 KClI, 1.25 NaH2POa,
1.3 MgSOg4, 2.5 CaClz, 26 NaHCOs, 11 D-glucose, saturée a 95 % d'Oz et 5 % de COz2
a 37+ 1 °C pendant 30 minutes, puis conservée a température ambiante pendant au

moins 1 heure avant I'enregistrement.

Le peptide utilisé dans ces expériences a été obtenu a partir du peptide AB1-42
recombinant humain (Bachem). L’ABi142 a été remis en suspension dans du
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) a 1 mM (Stine et al., 2003) et maintenu a 4°C
jusqu’ a I'évaporation compléte du HFIP. Les oligoméres 3-amyloides ont été préparés
en diluant le peptide AB1-42a 1 mM dans du DMSO puis & 100 mM dans de 'aCSF (en
mM : 119 NaCl, 2.5 KClI, 1.25 NaH2POg4, 1.3 MgSOs4, 2.5 CaClz, 26 NaHCOs, et 11 D-
glucose). La solution ainsi obtenue a ensuite été soniquée pendant 2 heures a 4°C
puis immédiatement vortexée pendant 24 heures a 4°C. Les solutions finales d'ABos
utilisées lors des expériences ont été préparées en diluant la solution a 100 nM dans
l'aCSF.
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Pour ces travaux de these, toutes les mesures électrophysiologiques ont été
réalisées sur une table a air entourée d’'une cage de Faraday. La totalité des
enregistrements ont été effectués sur des tranches d’hippocampe de 300 ym au
niveau des neurones pyramidaux du stratum pyramidale situés dans la région CA1.
Les tranches d’hippocampe ont été transférées dans une chambre d'enregistrement
de type submersion (Nikon Eclipse E600FN) et observées a l'aide d'un grossissement
de X4. Une solution d'aCSF oxygénée (en mM : 119 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 1.3
MgSOQOa4, 2.5 CaClz, 26 NaHCOs, et 11 D-glucose) a été continuellement perfusée dans
la chambre (2 mL/min) a 28°C. Les enregistrements extracellulaires ont été mesurés
au moyen de deux électrodes. La premiere appelée électrode de stimulation, a été

placée a proximité des collatérales de Schaffer regroupant les axones provenant des

neurones
Avant Aprés
TP b pyramidaux CA3.
électrode J. ._h
derode e drenregistrement \ /" — \/. La deuxiéme
stimulation . \/ '\\\
e PPSEf électrode, dite

\ cell

CA1

d'enregistrement,
était fixée a une
pipette en verre

cA3¥

I remplie d'aCSF et
insérée dans le

Figure 34 : Mesure des PPSEf extracellulaires dans I’hippocampe. Ce champ dendritique
schéma permet d’apprécier la localisation des électrodes de stimulation (gris)
située au niveau des collatérales de Schaffer et d’enregistrement (orange)
en périphérie du soma des neurones pyramidaux de CAl. Les PPSEf  pyramidaux CAl
enregistrés sont représentés dans le cadre a droite dans lequel sont

des neurones

illustrées les traces obtenues avant et aprés induction du protocole de LTP ( ). Ce
(Figure réalisée sur BioRender.com). dispositif ~ permet
d’'effectuer des

enregistrements extracellulaires en enregistrant simultanément 'activité de plusieurs
synapses. Plus précisément, la stimulation des collatérales de Schaffer induit la
libération de glutamate dans la fente synaptique. Le glutamate libéré active les
récepteurs glutamatergiques postsynaptiques permettant ainsi la genese de flux
ioniques a travers la membrane plasmique. Ces mouvements ioniques seront alors

détectés comme une déviation négative et transitoire du potentiel appelée potentiel
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postsynaptique excitateur de champ (PPSEf) résultant principalement de I'activation

des récepteurs glutamatergiques de type AMPA.

Cette approche expérimentale a été utilisée dans le cadre de I'étude des
processus de potentialisation a long terme (LTP) présentés dans ce manuscrit. Pour
effectuer de tel enregistrements, des stimuli de test ont été délivrés toutes les 15
secondes et l'intensité des stimuli a été ajustée afin de produire 50 % de la réponse
maximale du PPSEf. Un enregistrement basal a été effectué afin d’obtenir une ligne
de base stable d’'un minimum de 15 minutes. Les LTP ont été induites a l'aide du
protocole de stimulation a haute fréquence (HFS) et du protocole de stimulation théta
(TBS). Le premier consiste en 2 stimulations a 100 Hz délivrées avec un intervalle de
20 secondes. Le protocole TBS a été induit par 5 trains de 10 salves de 4 impulsions
délivrées a 100 Hz avec un intervalle de 200 millisecondes entre les salves et un
intervalle de 20 secondes entre chaque train. Les signaux ont été acquis avec un
amplificateur EPC 10 (HEKA Elektronik) et analysés avec le logiciel FitMaster (HEKA
Elektronik).

Les enregistrements patch-clamp constituent I'une des techniques de référence
en électrophysiologique. Mise au point par Erwin Neher et Bert Sakmann en 1976,
cette technique permet d’étudier les propriétés électriques d’'une cellule neuronale en
temps réel (Sakmann and Neher, 1984). Pour cela, deux électrodes sont nécessaires.
La premiere électrode de référence est placée dans le milieu extracellulaire. La
deuxieme électrode d’enregistrement, est placée a I'intérieur d’'une micropipette en
verre (5-6 MQ) remplie avec approximativement 30ul d’'une solution reproduisant le
milieu neuronal intracellulaire (en mM: 117.5 CsMeSO4, 15.5 CsCl, 10 TEACI, 8 NaCl,
10 HEPES, 0.25 EGTA, 4 MgATP, 0.3 NaGTP, 5 N-
(2,6dimethylphenylcarbamoylmethyl) triethylammonium bromide (QX-314) a 290
mOsm et un pH de 7,3). Au moyen d’'un micro-manipulateur, cette électrode est placée
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au contact du corp cellulaire du neurone d’'intérét. Une pression négative est alors
exercée afin de former une jonction étanche entre la pipette et la membrane. Une fois
la pipette scellée avec la membrane neuronale, une aspiration est appliguée pour
rompre la membrane et créer un continuum entre le milieu intracellulaire du neurone

1.Approach 2 Seal et la solution contenue

. Mild suction to
Hecording form the seal f

dans la pipette en

Glass pipette
verre  ( ).

—ty ) Dans cette
—‘)L—UL"—/ 72
e {% configuration « cellule

pipette and the membrane -
entiere », les cellules

\O

3.Whole-cell configuration
sont observées au

Sl g , grossissement  X60.
membrane
‘ - L’électrode de
== ‘Q, B _ référence correspond
Cwoplasm is continuous with {%
Caiicaic ' au potentiel
Figure 35: Procédure du patch-clamp en configuration cellule extracellulaire et

entiere (Figure adaptée réalisée sur BioRender.com adapté de

celle
Coquery et al., 2015).

d’enregistrement au
potentiel intracellulaire. La différence de potentiel ainsi enregistrée est fonction des
propriétés membranaires de la cellule. Les signaux enregistrés ont été acquis a l'aide
de 'amplificateur EPC 10 (HEKA Elektronik) filtré & 1 kHz, échantillonné a 10 kHz et
analysé avec le programme MiniAnalysis de synaptosoft. La résistance d'entrée et la
résistance d'acces au patch ont été surveillées en permanence et les neurones qui
présentaient des changements supérieurs a 20 % pour ces parametres ont été
éliminés de I'étude. Le seuil d'amplitude a été fixé a 5 pA, et tous les événements

détectés ont été acceptés ou rejetés sur la base d'un examen visuel.
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Les courants post-

Courant d’un neurone
pyramidal de CA1

synaptiques excitateurs
spontanés (sEPSCs) ont

10pA
2s

ete enregistrés au

potentiel de maintien h
membranaire de -33 mV.
Dans nos conditions

expérimentales, ce

potentiel membranaire
est proche du potentiel

d’inversion des courants
Figure 36 : Mesure patch-clamp des neurones hippocampiques.

A. Enregistrement patch-clamp d’un neurone pyramidal localisé dans
GABAergiques. Cela le stratum pyramidale de la région CAl. B. Schéma de
S I'enregistrement des courants spontanés d’une cellule unique realisé
signifie que pour un  par une électrode en configuration cellule entiére. Sur la trace
potentiel membranaire de ot’)tgnue, chaque événement (?orr.espond a .Ia Iibératiorj d'une

vésicule et 'ouverture d’'un canal ionique. L’amplitude et la fréquence
-33 mV, les courants des événement sont analysées (Figure réalisée  sur
BionRender.com).

inhibiteurs

enregistrés résultent
exclusivement de I'activation de récepteurs glutamatergiques et du passage d’ions a
travers les récepteurs AMPA majoritairement. Pour isoler les courants post-
synaptiques inhibiteurs spontanés (sIPSCs), un paradigme similaire a été utilisé. Ainsi,
les enregistrements ont été obtenus au potentiel de maintien membranaire de +10mV,
proche du potentiel d’inversion des courants excitateurs glutamatergiques. Les
SEPSCs et les sIPSCs ont été enregistrés apres une stabilisation de 5 minutes (
).

Pour étudier les effets des oligoméres AB sur I'équilibre Excitation/Inhibition
(EN), les transferts de charge permettant d’établir le rapport E/l ont été mesurés dans
les neurones de souris WT aprés 20 minutes de perfusion d'ABo (100 nM) et
normalisés par rapport a la valeur du transfert avant I'ajout d’ABo. Le transfert de
charge permet d’évaluer non seulement I'amplitude des courants synaptiques, mais
aussi leur dynamique temporelle. Il est particulierement utile pour quantifier 'ensemble
des événements synaptiques (excitateurs et inhibiteurs) et comprendre comment ces

événements influencent le potentiel de membrane d’un neurone. Il permet d’apprécier
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I'effet cumulé des synapses actives et donne une vue d’ensemble de I'équilibre E/I au
cours du temps. De facon similaire, le rapport E/l a aussi été établit chez les souris
APP/PS1-21 et normalisé par rapport a la valeur du transfert de charge mesurée dans

les neurones des souris WT issues de la méme fratrie.

Le potentiel expérimental d’inversion des récepteurs GABAA (Ecasa) a été
déduit & partir des IPSCs évoqués (elPSCs) dans la région hippocampique CALl. Les
elPSC ont été mesurés en configuration cellule entiére et pour différentes valeurs de
potentiel de membrane en présence de 10 uM de NBQX (2,3-dioxo-6-nitro-7-
sulfamoyl-  benzo[flquinoxaline) et 50 uM de D-APV (D-2-amino-5-
phosphonovalerate). Les courbes Courant/Voltage (I-V) des canaux GABAa ont été
obtenues en calculant la moyenne de I'amplitude des courants de 4 réponses pour
chaque valeur de potentiel membranaire. La différence entre I'Ecasa expérimental et
I'Ecasa théorique (selon I'équation de Nernst) a fourni une estimation de la capacité
d'extrusion de CI-.

Pour étudier la plasticité synaptique inhibitrice, des elPSC en configuration
cellule entiere ont également été induits dans une région CA1 avec le mode voltage-
clamp et un potentiel de maintien membranaire de +10 mV avant et aprés l'induction
de LTP (Basu et al., 2013). Le protocole de LTP appliqué était similaire au protocole
TBS mentionné précédemment. Les neurones ont été enregistrés avec le mode
courant-clamp pendant le TBS et analysés avec le logiciel FitMaster (HEKA
Elektronik).

C. Analyses biochimiques et Imagerie cellulaire

Les hippocampes extraits des tranches sagittales de cerveau de 300 pm
d'épaisseur ont été lysés mécaniquement avec un tampon RIPA (en mM : 50 Tris-HCI,
pH 7.4, 150 NaCl, 1 % Triton X-100, 1 % désoxycholate de sodium, 0.1 % SDS, 1
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EDTA) contenant un cocktail d'inhibiteurs de protéases (1:100, #P8340-5ML, Sigma)
et de phosphatases (1:100, #P5726-5ML, Sigma). La concentration protéique de
chaque lysat a été quantifiée en utilisant la méthode de Pierce BCA (Thermo Scientific)
et le lecteur de plagues Pherastar (BMG Labtech). Les échantillons ont été dilués dans
du tampon de Laemmli (#1610747, Biorad) contenant 10 % de B-mercaptoéthanol puis
chauffés a 95°C pendant 5 minutes. Pour permettre la migration et la séparation des
protéines, une quantité équivalente de protéines (20ug) a été déposée dans chaque
piste d’un gel polyacrylamide Bis-Tris pré-coulé sans colorant en gradient 4-20 % (Bio-
Rad). Les protéines ont été transférées sur des membranes en polyfluorure de
vinylidene (PVDF) de 0.2 mm (Millipore) pendant 45 minutes a 4°C.

Les membranes ont été saturées avec une solution saline tamponnée au Tris
(TBS en mM :10 Tris et 150 NaCl, pH 7.4) contenant 0,1% de Tween 20 (TBS-T) et
5% d’albumine de sérum bovin (BSA) pendant 45 minutes a température ambiante.
Les membranes ont ensuite été incubées pendant une nuit a 4°C avec les anticorps
primaires suivants : anti-souris APP (1:2000, #22C11, Millipore) anti-lapin GABAal
(1:10000#06-868, Millipore) ou anti-lapin KCC2 (1:2000, #07-432, Millipore).

Les membranes ont été lavées dans du TBS-T avant d’étre incubées avec les
anticorps secondaires appropriés conjugués a la horseradish peroxidase (HRP) (IgG
anti-souris (Fab’) 1:40 000 ou IgG anti-lapin (Fab') 1:40000, Jackson,
ImmunoResearch) pendant 45 minutes a température ambiante. Les protéines
d’'intérét ont été visualisées a laide d'un systtme de détection ECL a
chimiluminescence renforcée (Bio-Rad). Les signaux de chimiluminescence ont été
normalisés par rapport aux signaux de chargement des protéines obtenus a partir des
gels polyacrylamide préfabriqués (Bio-Rad).

La détection de la chimiluminescence a été réalisée a l'aide d'un systeme de
détection ECL. Les analyses ont été réalisées avec le logiciel ImageJ. Dans ces
expériences, les tranches d’hippocampe traitées avec les ABos humains ont été
incubées avec la solution d’oligomeres diluée a 100 nM dans de 'aCSF pendant 20

minutes a température ambiante.
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Les tranches d'hippocampe ont été lysées mécaniquement dans un tampon
RIPA (en mM : 50 Tris-HCI, pH 7.4, 150 NaCl, 1 % Triton X-100, 1 % désoxycholate
de sodium, 0.1 % SDS, 1 EDTA) contenant un cocktail d'inhibiteurs de protéases
(1:100, #P8340-5ML, Sigma) et de phosphatases (1:100, #P5726-5ML, Sigma). Les
lysats cellulaires ont ensuite été centrifugés a 50000 x g pendant 35 minutes a 4°C et
la concentration en protéines du surnageant a été mesurée a l'aide du test Pierce BCA
(Thermo Scientific). Pendant ce temps, 30 yL de billes magnétiques couplées a la
protéine G, préalablement lavées avec du TBS, ont été incubées dans une solution de
TBS contenant I'anticorps primaire anti-lapin KCC2 (1:100 #07-432, Millipore),I' anti-
souris APP (1:100 # ab32136, Abcam) ou sans d'anticorps (pour le contrdle négatif)
pendant 1 heure a température ambiante sur une roue de mouvement. 250 ug de
protéines ont ensuite été ajoutés a la solution billes/anticorps et incubés pendant une
nuit a 4°C sur une roue a mouvement. Le complexe immunoprécipité a ete lavé trois
fois avec du TBS, puis les protéines liées aux billes ont été éluées avec du tampon
d'élution (solution saline tamponnée au phosphate (PBS en mM : 137 NaCl, 2.7 KCl,
10 NazHPOa4, and 1.8 KH2PO4, pH 7.4), Laemmli (#1610747, Bio-Rad) contenant 10%
de B- mercaptoéthanol). Enfin, I'éluat a été chauffé a 95°C pendant 10 minutes et un

Western blot a été réalisé pour identifier les protéines co-immunoprécipitées.

Les cultures de neurones hippocampiques primaires ont été réalisées a partir
d'embryons de 15 + 1 jours de développement embryonnaire de souris C57BI6/J
(Janvier, Lyon, France). A la suite de I'extraction du cerveau et la séparation des
meéninges, les hippocampes ont été disséqués, mécaniquement dissociés et cultivés
dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma, Lyon, France)
contenant 5% de sérum bovin feetal (Sigma, Lyon, France), 5% de sérum de cheval

(Thermo Scientific), et 1 mM de glutamine (Sigma, Lyon, France).

Pour les analyses de microscopie confocale, les neurones ont été ensemencés

dans des coupelles contenant un fond en verre de 35 mm (MatTek, Ashland, MA, USA)
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préalablement recouvertes avec une solution de coating (0.1 mg/mL de poly-D-lysine
et de 0,02 mg/mL de laminine, Sigma-Aldrich). Les cultures ont été maintenues a 37°C
dans une atmosphere humidifiée contenant 5 % de CO2/95 % d'air pendant 16 jours

in vitro (DIV) avant utilisation (Frandemiche et al., 2014).

Pour analyser la distribution subcellulaire des protéines APP et KCC2, des
fractionnements cellulaires ont été effectués afin de séparer les fractions
membranaires des fractions cytosoliques. Brievement, des tranches d'hippocampe ont
été dissociées et lysées mécaniqguement dans un tampon RIPA (en mM : 50 Tris-HCl,
pH 7.4, 150 NaCl, 1 % Triton X-100, 1 % désoxycholate de sodium, 0.1 % SDS, 1
EDTA) contenant un cocktail d'inhibiteurs de protéases (1:100, #P8340-5ML, Sigma)
et de phosphatases (1:100, #P5726-5ML, Sigma). Les échantillons ont été maintenus
a 4°C pendant toutes les étapes de l'expérience. En premier, les lysats
hippocampiques ont été collectés et centrifugés pendant 10 minutes a 2800 rpm pour
séparer le noyau. Le surnageant résultant a été centrifugé pendant 10 minutes a 7000
rpm afin de séparer la membrane de la fraction cytosolique. Le culot contenant la
fraction membranaire a été solubilisé dans du PBS. Le surnageant a ensuite été
centrifugé deux fois a 14700 rpm pendant 10 minutes permettant la séparation des
mitochondries de la fraction lysosomale puis a 100000 rpm pendant 30 minutes pour
obtenir le surnageant contenant le cytosol. Les échantillons ont été conservés a -20°C.
L'intégrité des fractions membranaires et cytosoliques a été vérifiée par Western Blot
en utilisant I'anticorps anti-lapin GIuR1 (1:500 #AB1504, Millipore), qui est enrichi dans
la fraction membranaire. La fraction cytosoligue a quant a elle été confirmée avec
I'anticorps anti-souris ERK ¥ (1:200 #sc-135900, Santa Cruz Biotechnology) enrichi

dans ce compartiment.

Apres 16 jours de cultures in vitro, les cellules hippocampiques ont été cultivées
dans un milieu de croissance sans sérum et traitées ou non pendant 20 minutes avec

une solution d’Apos dilués dans du DMEM (100 nM). Les cellules ont ensuite été fixées

102



avec une solution de fixation (4% de paraformaldéhyde et 4% de sucrose dilués dans
du PBS, a pH 7,3) pendant 10 minutes a température ambiante. Les cellules ont été
lavées dans du PBS-T et traitées pour limmunomarquage. Aprés saturation et
perméabilisation dans une solution de PBS contenant 0,1% de Triton X-100 (PBS-T)
et 3 % BSA, pendant 30 minutes, les cellules ont été incubées sur la nuit a 4° C avec
les anticorps primaires anti-KCC2 (1:200 #07-432, Millipore) et anti-Chicken MAP2
(1/2000 #ARG52328, Arigobio). Les cellules ont ensuite été lavées trois fois dans du
PBS-T etincubées avec les anticorps secondaires conjugués Alexa Fluor 647 ou Alexa
Fluor 594 de Life Technologies (1:1000 ; Thermo Fisher Scientific) pendant 1 heure
dans I'obscurité. Apres trois lavages avec le PBS-T, les cellules ont été incubées
pendant 5 min avec le colorant Hoechst (1:1000#33258, Sigma-Aldrich) pour la
coloration des noyaux puis disposées sur des lamelles avec le milieu de montage

fluorescent DAKO (DAKO). Les lamelles ont été conservées dans I'obscurité a 4°C.

Les cultures de neurones I'hippocampiques ont été examinées sous un
microscope confocal a balayage laser Zeiss LSM 710 avec un objectif Plan Neofluar
X63 a immersion dans I'huile (NA 1,46) combiné a un module Zeiss Airyscan pour
améliorer la résolution latérale (~ 140 nm) et le rapport signal/bruit. Toutes les images
ont été enregistrées en utilisant les mémes parametres d'exposition. Pour chaque
immunomarquage, les projections d'intensité maximale de 12 coupes confocales z
consécutives ont été traitées dans ImageJ. Pour l'analyse quantitative, les images ont
été fusionnées dans ImageJ et l'intensité de la fluorescence de KCC2 a été évaluée
en mesurant la fluorescence cellulaire totale corrigée (CTCF : densité intégrée -
(surface de la cellule sélectionnée X fluorescence moyenne du fond de I'image) divisée
par la surface de la région d’intérét (ROI) a l'aide des fonctions Analyser et Mesurer

du logiciel. Pour les illustrations, les images ont été fusionnées avec ImageJ.
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D. Injections intrapéritonéales

Les souris APP/PS1-21 males et femelles, ainsi que les souris WT issues de la méme
portée et appariés en fonction du sexe et I'age, ont été injectées quotidiennement par
voie intrapéritonéale avec 50 pl de substance pharmacologiquement active ou 50 pl
de véhicule / 10 g de souris a partir du 14™ jour postnatal correspondant au début de
la production du peptide AB. Le CLP-290 (#6758, Tocris), un agent pharmacologique
capable d’augmenter I'expression et la fonction des co-transporteurs KCC2, a été
concentré a 20 pg/ul et injecté dans 50 pl de 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrine a 20 %
(20 % HPCD) comme décrit préecédemment (Chen et al. 2017).

E. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec GraphPad Prism 11 (GraphPad
Software ; USA). Pour la comparaison de trois groupes ou plus, la distribution normale
des données a d’abord été évaluée avec le test de normalité de Shapiro-Wilk. Nous
avons effectué, pour les données normalement distribuées, une ANOVA a sens unique
suivie d'un test de comparaisons multiples de Tukey. Si les données ne suivaient pas
une distribution normale, nous avons effectué un test non parameétrique de Kruskal-
Walllis suivi d'un test de comparaisons multiples de Dunn. La comparaison entre deux
groupes a été évaluée par un test t bilatéral non apparié. Les données sont présentées
sous forme de moyenne + SEM, "n" indiquant le nombre d'animaux, le nombre de
tranches d'enregistrement ou le nombre de neurones enregistrés. Les niveaux de
significativité graphiques sont présentés ainsi : *p <0.05 ; **p <0.01 ; ***p <0.001 ; ****p

<0.0001 ; ns = non significatif
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Résultats

|. Altération de la neurotransmission hippocampique, l'un des

premiers événements physiopathologiques induit par I'amyloide-f8

Comme souligné précédemment, des travaux antérieurs réalisés dans notre
équipe ont permis de constater que la présence d’Ap extracellulaire pouvait augmenter
le clivage de 'APP (Rolland et al., 2020). En s’appuyant sur ces résultats, nous avons
voulu étudier I'implication de 'APP et de son clivage excessif sur la dérégulation de
'équilibre E/I mis en évidence au cours des phases précoces de la maladie
d’Alzheimer. Pour cela, il était tout d’abord nécessaire d’établir un premier bilan
permettant d’apprécier les effets de la surproduction d’ABo sur la transmission
neuronale de 'hippocampe. Si des perturbations de la transmission glutamatergique
ont déja été soulignées, les conséquences sur la transmission inhibitrice et I'équilibre

E/l restent a définir (Paumier et al., 2022).

Pour estimer l'effet de la surproduction d’ABo sur la transmission synaptique
glutamatergique et GABAergique, nous avons réalisé des enregistrements patch-
clamp de neurones pyramidaux de la région CAl sur des tranches sagittales
d'hippocampe. Ces enregistrements, effectués en configuration cellule entiére, et en
mode voltage-clamp, nous ont permis d’enregistrer les courants postsynaptiques
spontanés. Les résultats ont été obtenus a la suite d’enregistrements d’'une durée de
20 minutes en présences ou non d’ABo synthétiques perfusés a 100 nM. Comme
indiqué a la , hous avons noté une augmentation de I'amplitude et de la
fréequence des courants postsynaptiques excitateurs spontanés (SEPSCs) (amplitude
moyenne : 7.89 + 0.47 pA en condition véhicule ; n=10 et amplitude moyenne : 10.8 +

0.61 pA en condition ABo ; n=10 ; p=0.0015 ; frequence moyenne : 1.35 £ 0.065 Hz en
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condition véhicule ; n=10 et fréquence moyenne : 1.97 + 0.16 Hz en condition ABo ;
n=10 ; p=0.0018 ; ).

En revanche, concernant les courants spontanés inhibiteurs, I'amplitude et la
fréequence des sIPSCs ont été significativement réduites apres perfusion avec I'ABo
(amplitude moyenne : 11.37 + 0.63 pA en condition véhicule ; n=8 et amplitude
moyenne : 6.006 + 0.34 pA en condition ABo ; n=9 ; p<0.0001 ; fréquence moyenne :
5.11 + 0.07 Hz en condition véhicule ; n=8 et fréquence moyenne : 3.2 + 0.073 Hz en
condition ABo ; n=9 ; p<0.0001 ; ). Enfin, I'équilibre E/l a été évalué en
comparant les transferts de charge. A lissue de ces derniéres analyses, une
augmentation de I'équilibre E/l a été mis en évidence a la suite de I'exposition aux

oligoméres AB (E/lago: +59.53 £ 6.52 % par rapport au véhicule ; ).
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Figure 1: Les oligomeres B-amyloides perturbent la balance Excitation/Inhibition

des neurones pyramidaux de larégion CA1l chez les souris WT.

A, Traces représentatives des SEPSCs enregistrés a -33 mV dans les neurones CA1
a partir de tranches d'hippocampe de souris WT, extraites au début de I'expérience
(TO WTwenicule, panneau gauche) et 20 min apres perfusion du véhicule (T20 WTvshicule,
panneau gauche) ou au début de I'expérience (TO WTuvehicule, panneau droit) et 20 min
aprés perfusion d’ABo (T20 WTago, panneau droit).

B, Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de l'amplitude et de la
fréquence des SEPSCs enregistrées a T20 dans les neurones de tranches
d'hippocampe de souris WT, perfusées avec le véhicule (WTvehicule, barre grise, n =10
neurones) ou perfusées avec '’ABo (WTago, barre bleue, n = 10 neurones). p = 0.0015
pour I'amplitude et p = 0.0018 pour la fréquence.

C, Traces représentatives des sIPSCs enregistrés a +10mV dans les neurones CAl a
partir de tranches d'hippocampe de souris WT, extraites au début de I'expérience (TO
WTuehicule, panneau gauche) et 20 min apres perfusion du véhicule (T20 WTvenicule,
panneau gauche) ou au début de I'expérience (TO WTushicule, panneau droit) et 20 min
aprés perfusion d’ABo (T20 WTago, panneau droit).

D, Les graphiques représentent la moyenne + SEM de I'amplitude et de la fréquence
des sIPSCs enregistrées a T20 dans les neurones de tranches d'hippocampe de souris
WT, perfusées avec le véhicule (WTuwehicule, barre grise, n = 8 neurones) ou perfusées
avec I'ABo (WTago, barre rouge, n = 9 neurones). p < 0.0001 pour I'amplitude et p <
0.0001 pour la fréquence des sIPSCs.

E, Traces représentatives des sIPSCs et sEPSCs provenant du méme neurone
pyramidal de souris WT apres 20 min de perfusion avec I'’Afo.

F, Le graphique représente la valeur moyenne du transfert de charge mesurée 20 min
apres perfusion d’ABo, normalisée par la valeur du transfert de charge mesurée avant
la perfusion d’ABo (E : afférence excitatrice/sEPSCs, barre bleue ; | : afférence
inhibitrice/sIPSCs, barre rouge ; E/l : barre grise ; n = 10). Tests t non appariés **p <
0.01 ; ****p < 0.0001.

Comme décrit dans les rapports de Wang et al. (2017) et Puzzo et al. (2017),
les effets des oligomeres AP sur la transmission synaptique glutamatergique

nécessitent I'expression de I'APP (Puzzo et al., 2017; Wang et al., 2017).
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Afin de démontrer si I'APP est également impliqué dans les perturbations de la
neurotransmission inhibitrice induites par ’ABo et décrite en , les sIPSCs ont
été enregistrés dans des tranches de souris APPKC en absence ou en présence
d'oligoméres. Nous avons observé une diminution significative de I'amplitude et de la
fréquence des sIPSCs enregistrés dans les tranches de souris APPX® par rapport aux
tranches de souris WT (amplitude moyenne : 11.37 + 0.63 pA en condition véhicule
WT ; n=8 et amplitude moyenne : 7.56 + 0.55 pA en condition véhicule APPX® ; n=10
; p<0.0001; fréquence moyenne : 5.112 + 0.06623 Hz en condition véhicule WT ; n=8
et fréquence moyenne : 1.887 + 0.1837 Hz en condition véhicule APPX® ;: n=10 ;
p<0.0001 ; ).

Fait intéressant, lorsque les tranches APPX® ont été perfusées avec I'ABo,
aucun changement supplémentaire n'a été observé par rapport aux tranches APPK®
traitées avec le véhicule (amplitude moyenne : 7.56 + 0.55 pA en condition véhicule
APPX© : n=10 et amplitude moyenne : 7.52 + 0.44 pA en condition APPX%ago ; N=10 ; p
>0.9999 ; fréquence moyenne : 1.887 + 0.18 Hz en condition véhicule APPX® ; n=10
et fréquence moyenne : 1.587 + 0.16 Hz en condition APPXCago; n=10; p=0.41;

). Par conséquent, I'absence d'APP semble avoir completement empéché les
réductions de I'amplitude et de la fréquence des sIPSCs induites par les oligomeres
AB. Concernant la transmission GABAergique, ces résultats suggerent donc que les

effets des ABo requiérent I'expression de I'APP.

Dans une étude antérieure, nous avons rapporté que l'altération de la
transmission glutamatergique induite par I’ABo dépend non seulement de I'expression
de I'APP mais également de son clivage a travers la voie amyloidogénique. Pour mieux
comprendre le mécanisme impliqué dans la modification de la neurotransmission
inhibitrice par 'Apo, des tranches hippocampiques de souris WT ont été incubées en
présence d’un inhibiteur de la B-sécrétase (B-seci) permettant d’empécher le clivage
de I'APP.

Les sIPSCs ont ensuite été enregistrés avec ou sans application d’ABo. En
présence de 1 uM de B-seci, bien que la fréquence des sIPSCs apparaisse encore
diminuée par rapport au contrdle (fréquence moyenne : 3.2 £ 0.073 Hz en condition
ABo ; n=8 et fréquence moyenne : 2.74 + 0.38 Hz en condition B-seci, ABo ; n=12 ;

p=0.77 ; ), la réduction de I'amplitude des sIPSCs induite par I'ABo était
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abolie (amplitude moyenne : 6.01 £ 0.34 pA en condition ABo ; n=9 et amplitude

moyenne : 10.27 + 0.38 pA en condition B-seci, ABo ; n=12 ; p=0.0005 ;

). Ces données démontrent que les perturbations de la neurotransmission

GABAergique induites par I'’ABo nécessitent également le clivage de I'APP.
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Figure 2: Le clivage de I'APP est nécessaire aux modifications de la
neurotransmission inhibitrice médiées par I’ABo.

A, Traces représentatives des sIPSCs enregistrées dans les neurones pyramidaux
CA1 a partir de tranches de souris APPKO, Les traces ont été extraites au début de
I'expérience (TO APPKXOunicule, panneau gauche) et aprés 20 min (T20 APPKXOuehicule,
panneau gauche) ou au début de l'expérience (TO APPXOunicule, panneau droit) et 20
min aprés la perfusion d’ABo (T20 APPKOag,, panneau droit).

B, Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de l'amplitude et de la
frequence des sSIPSCs enregistrées a T20 dans les neurones de tranches
d'hippocampe de souris WT perfusées avec le véhicule (WTuvenicule, barres grises, n =
8 neurones) ou perfusées avec I’ ABo (WTago, barres rouges, n = 9 neurones) et dans
les neurones de tranches d'hippocampe de souris APPX© perfusées avec le véhicule
(APPXOuhicule, barres rouge foncé, n = 10 neurones) et perfusées avec I’ABo (APPKOag,
barres violettes, n = 10 neurones).

C, Traces représentatives des sIPSCs enregistrées dans les neurones de tranches
d'hippocampe de souris WT traitées avec un inhibiteur de la B-sécrétase (B-seci, TuM)
et perfusées ou non avec de I'ABo. Les traces ont été extraites au début de
I'expérience (TO WTg-seci, panneau gauche) et apres 20 min (T20 WTpg-seci, panneau
gauche) ou au début de I'expérience (TO WTg-seci, panneau droit) et 20 min apres la
perfusion d’ABo (T20 WTpg-seci, ABO, panneau droit).

D, Les graphiques représentent la moyenne + SEM de I'amplitude et de la fréquence
des sIPSCs enregistrées a T20 dans les neurones de tranches d'hippocampe de souris
WT perfusées avec le véhicule (WTwenicule, barres grises, n = 8 neurones), ou avec
'ABo (WTapo, barres rouges, n = 9 neurones) et dans les neurones de tranches
d'hippocampe de souris WT traitées avec B-seci (WTp-seci, barres rouge clair, n = 12
neurones) ou traitées avec le (B-seci avant la perfusion d’ABo (WTpg-seci, ABO, barres
violettes, n = 12 neurones). ANOVA a un facteur et test post hoc de Tukey pour
comparaisons multiples, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0 .0001, ns : non significatif.

Des études menées par Chen et ses collaborateurs ont démontré que I'APP
pouvait réguler, via une interaction protéine-protéine, I'expression du KCC2, un co-
transporteur K*/CI- impliqué dans la régulation de l'inhibition médiée par les récepteurs
GABAA (M. Chen et al., 2017).

A la vue de ces données, nous avons voulu savoir si 'augmentation du clivage

de I'APP, décrite a la suite d’'une exposition aux oligoméres AR, peut affecter la
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neurotransmission GABAergique en modifiant I'expression des KCC2. Pour cela, il a
tout d'abord été question de confirmer l'interaction entre les KCC2 et I'APP. Des
expériences de co-immunoprécipitation ont donc été effectuées a partir de lysats de
tranches hippocampiques en utilisant des anticorps dirigés contre chaque protéine
( ). Afin de vérifier notre hypothése, nous avons ensuite mesuré
I'expression membranaire de I'APP et du KCC2. Des analyses Western blot ont été
réalisés a la suite de fractionnements cellulaires de tranches d’hippocampe provenant
de souris WT préalablement incubées 20 minutes avec I’ABo. Nous avons découvert
gue lI'expression membranaire des protéines APP et KCC2 était significativement
réduite (niveau relatif de protéines APP : 0.2 + 0.02 en condition véhicule ; n=6 et
niveau relatif de protéines APP : 0.016 + 0.005 en condition ABo ; n=6 ; p<0.0001 ;

; niveau relatif de protéines KCC2 : 2.32 £ 0.15 en condition véhicule ;
n=6 et niveau relatif de protéines KCC2 : 1.44 + 0.08 en condition ABo ; n=6 ;
p=0.0004 ; ).

Les niveaux totaux d'expression de KCC2 étaient également réduits aprés
'application d’ABo, suggérant une dégradation subséquente du co-transporteur
(niveau relatif de la protéine KCC2 : 2.17 £ 0.11 en condition véhicule ; n=7 et niveau
relatif de la protéine KCC2 : 1.27 + 0.13 en condition ABo ; n=7 ; p=0.0002 ;

). Enfin, la réduction des niveaux de KCC2 sous ABo a été confirmée par
immunofluorescence sur des neurones issus de cultures primaires d’hippocampe
(intensité de fluorescence de KCC2 : 21.97 £ 1.45 en condition véhicule ; n=25 et
intensité de fluorescence de KCC2: 15.58 + 1.11 en condition ABo ; n=25; p=0.0010

; )-

Afin d’estimer les conséquences physiologiques de la réduction de KCC2 sur la
transmission synaptigue inhibitrice, nous avons étudié la relation courant/VVoltage (I/V)
des courants GABAergiques évoqués en stimulant les collatérales de Schaffer en
configuration cellule entiére et en présence de haute concentration intracellulaire de
Cl-(Doyon et al., 2016; Mahadevan et al., 2017). Cette expérience permet de définir le
potentiel d’inversion GABAergique (Ecasa), qui d’aprés I'équation de Nernst, devrait
étre proche de -33.84 mV dans nos conditions expérimentales. Pour les tranches
perfusées avec I’ABo, nous avons constaté un déplacement de I'Ecasa vers des valeurs

moins négatives. Cette potentialisation de I'Ecasa suggére une altération de I'équilibre
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Figure 3 : L’application d’ABo réduit I'expression membranaire des protéines
APP et KCC2 contribuant ainsi a la modification de ’Ecasa dans les neurones
CA1l de I'hippocampe de souris WT.

A et B, Expérience de co-immunoprécipitation (IP) a partir de lysats hippocampiques
de souris WT. Les Immunoblots montrent la détection de KCC2 apres
immunoprécipitation de I'APP (a gauche) et la détection de I'APP apres
immunoprécipitation de KCC2 (a droite). Des billes vides (EB) ont été utilisées comme
contrdle négatif.

C, E et G, Immunoblots représentatifs d'extraits hippocampiques provenant de
tranches hippocampiques de souris WT perfusées avec un veéhicule ou avec I'Apo.
D, F et H, Quantification par immunoblot de I'APP membranaire (D), du KCC2
membranaire (F) et du KCC2 total (H) dans des tranches perfusées avec un véhicule
ou avec I’ABo. Les graphigues représentent la moyenne + SEM dans la condition
véhicule (WTwenicule, barres grises) et dans la condition ABo (WTago, barres rouges)
pour ’APP membranaire : n=6 ; p <0.0001, pour KCC2 membranaire n=6 ; p =0.0004
et pour le KCC2 total : n =7 ; p = 0.0002.

I, Micrographie en fluorescence confocale de neurones hippocampiques en culture
provenant de souris WT apres incubation avec un véhicule ou avec I'ABo.
J, Quantification de l'intensité de fluorescence des KCC2 dans les neurones incubés
avec un véhicule ou avec I'ABo. Le graphique représente la moyenne + SEM dans la
condition veéhicule (WTuwehicue, barre grise, n = 25 neurones), et a la suite d’une
application de 20 min d’ABo (WTago, barre rouge, n = 25 neurones) ; p = 0.0010.
K, Traces d'échantillons montrant I'enregistrement par patch des elPSCs (courants
postsynaptiques inhibiteurs évoqués par GABA) dans les neurones de tranches
hippocampiques de souris WT perfusées avec un véhicule ou avec [I'ABo.
L, Le graphique montre les courbes I/V moyennes = SEM pour les neurones
enregistrés dans des tranches de souris WT perfusées avec un véhicule (WTushicule,
cercles noirs, n = 12 neurones), avec I'ABo (WTago, losanges noirs, n = 12 neurones).
M, Quantification de I'Ecasa dans les neurones de tranches hippocampiques de souris
WT perfusées avec un veéhicule ou avec I’ABo. Le graphique représente la moyenne +
SEM dans la condition véhicule (WTuvenicule, barre grise, n = 12 neurones), dans la
condition ABo (WTago, barre rouge, n = 12 neurones). Tests t non appariés, **p < 0.01,
***p < 0.001, ***p < 0 .0001.

Pour confirmer que la réduction de I'expression des co-transporteurs KCC2
induite par '’ABo était dépendante de I'APP, nous avons évalué a la fois les niveaux
de KCC2 et 'Ecasa dans les neurones hippocampiques de souris APPKOC traitées ou
non avec I'’ABo. Aprés quantification de la fraction membranaire du KCC2, nous avons
pu constater que l'absence d'APP entravait la diminution de I'expression des KCC2
induite par I'’ABo (niveau relatif de protéines KCC2 : 1.55 + 0.13 chez APPKO ; n=6 et
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niveau relatif de protéines KCC2 : 1.47 + 0.10 chez APPX%xg; n=6 ; p=0.0020 ;
).

De méme, aucune modification supplémentaire concernant I'expression totale
de KCC2 ne s'est produite lorsque les neurones des tranches hippocampiques de
souris APPXC ont été perfusés avec la solution d’ABo (niveau relatif de protéines KCC2
: 1.48 + 0.078 chez APPX© ; n=7 et niveau relatif de protéines KCC2 : 1.46 + 0.087
chez APPKOpg ; n=7 ; p=0.99 ; ). En outre, nous avons noté un
déplacement de I'Ecasa vers des valeurs plus dépolarisées dans les neurones de
souris APPKO par rapport aux WT (Ecasa : -33.02 + 1.70 mV chez WTushicule ; N=12 et -
24.91 + 2.14 mV chez APPXOuhicule ; N=12 ; p=0.016, ) qui semble
avoir occulté la dépolarisation de 'Ecasa médiée par ABo (Ecasa : -23.96 = 0.73 mV
chez WTago ; N=12 et -24.55 + 2.33 mV chez APPK®xpo ; N=12 ; p=0.99,

)-

Enfin, pour approfondir la compréhension du mécanisme impligué dans la
réduction de KCC2, les tranches hippocampiques de souris WT ont été incubées avec
B-seci pour empécher le clivage de I'APP et les expressions membranaires des KCC2
et de I'APP ont été mesurées avec ou sans exposition a I’Apo. Il est intéressant de
noter que lorsque les tranches étaient prétraitées avec 3-seci, les réductions de KCC2
et APP au niveau membranaire étaient abolies (niveau relatif de protéines KCC2 : 1.44
+ 0.07 en condition ABo ; n=6 et niveau relatif de protéines KCC2 : 2.38 + 0.077 en
condition B-seci, ABo ; n=6 ; p<0.0001 ; ; niveau relatif de protéines APP
: 0.016 £ 0.005 avec ABo ; n=6 et 0.18 £ 0.02 avec B-seci, ABo ; n=6 ; p=0.0002 ;

). Dans I'ensemble, nos données mettent en évidence I'implication du
clivage de I'APP dans la diminution des KCC2 engendrée par 'ABo et la perturbation

de la neurotransmission GABAergique.
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Figure 4: Leclivage de I'APP est nécessaire pour laréduction des KCC2 générée
par I’ABo dans les tranches hippocampiques de souris WT.

A et C, Immunoblots représentatifs d'extraits de tranches hippocampiques de souris
WT ou APPXO incubées avec un véhicule ou avec I'’ABo.

B et D, Quantification par immunoblot des KCC2 membranaires (B) ou totaux (D) dans
des tranches incubées avec un véhicule ou avec I'ABo. Les graphiques représentent
la moyenne £ SEM des tranches de souris WT (WTvshicule, barres grises ; WTago, barres
rouges) et dans des tranches de souris APPKO (APPKOughicue, barres rouge foncé ;
APPKOag,, barres violettes) ; n = 6 souris en B, n = 7 souris en D.

E, Traces de l'enregistrement des elPSCs (courants postsynaptiques inhibiteurs
évoqués) effectués dans les neurones CA1 de souris APPKC incubées ou non avec
I'ABo.

F, Le graphique montre les courbes I/V moyennes + SEM pour les neurones de souris
WT (WTushicule, ronds noirs, n = 12 neurones ; WTago, losanges rouges, n = 12
neurones) et de souris APPX© (APPXOuhicute, triangles rouges, n = 12 neurones ;
APPKOpg,, triangles inversés violets, n = 12 neurones).

G, Quantification de I'Ecasa dans les neurones de souris WT ou APPKC incubées ou
non avec I’ABo. Le graphique représente la moyenne + SEM dans les neurones de
souris WT (WTuvenicule, barre grise, n = 12 neurones ; WTago, barre rouge, n = 12
neurones) et dans les neurones de de souris APPX® (APPXOunicute, barre rouge foncé,
n = 12 neurones ; APPX%ag0, barre violette, n = 12 neurones). H et J,
Immunoblots représentatifs d'extraits provenant de tranches hippocampiques de
souris WT incubées avec un véhicule ou avec ABo, ou traitées avec un inhibiteur de la
B-sécrétase (B-seci) avant incubation avec I'Apo.

| et K, Quantification par immunoblot de la fraction membranaire des KCC2 (I) ou de
I'APP (K) provenant de tranches incubées ou non avec I'ABo, ou traitées avec p-seci
avant incubation avec I'ABo. Les graphiques représentent la moyenne + SEM des
tranches WT (WTuwehicule, barres grises, n = 6 souris ; WTago, barres rouges, n = 6 souris)
ou de tranches WT traitées avec B-seci avant incubation avec 'Apo WTg-seci, ABO,
barres violettes, n = 6 souris. ANOVA a un facteur et test post-hoc de Tukey pour
comparaisons multiples, *p< 0.05, ***p< 0 .001, ***p < 0,0001, ns : non significatif.
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ll. Altération de la neurotransmission hippocampique chez les

souris APP/PS1-21, modeéle précoce de la maladie d’Alzheimer.

Dans la premiére partie de notre étude, une modification de I'équilibre E/l a été
constatée a la suite d’'une application exogéne d’Apo. Ces perturbations semblent étre
associées a une réduction significative de la transmission inhibitrice mettant en jeux
'APP et le KCC2. Afin de confirmer l'implication de ces deux protéines dans les
altérations de la neurotransmission décrites au cours des phases précoces de la
maladie d’Alzheimer, des enregistrements ont également été effectués chez APP/PS1-
21 agées d’'un mois. Pour rappel, ce modéle murin de la maladie d’Alzheimer se
caractérise par une production exacerbée du peptide Ap humain dont 'augmentation
est perceptible dés 'age d’'un mois. Comme indiqué a la , a la suite d’
enregistrements patch-clamp réalisés au niveau des cellules pyramidales de CA1,
nous avons noté augmentation a la fois de I'amplitude et de la fréquence des sEPSCs
chez les animaux APP/PS1-21 (amplitude moyenne : 8.84 + 0.43 pA pour les WT,
n=10 et amplitude moyenne : 13.16 + 0.8 pA pour les APP/PS1 ; n=10 ; p=0.0002 et
fréquence moyenne : 1.41 + 0.15 Hz pour les WT, n=10 et fréquence moyenne : 2.55
+ 0.19 Hz pour les APP/PS1 ; n=10 ; p=0.0002 ; ).

En revanche, l'amplitude et la fréquence des sIPSCs étaient significativement
diminuées (amplitude moyenne : 11.82 + 0.81 pA pour les WT ; n=10 et 7.29 + 0.39
pA chez les APP/PS1 ; n=10 ; p<0.0001 et fréquence moyenne : 4.71 + 0.31 Hz pour
les WT ; n=10 et 3.49 + 0.31 Hz chez APP/PS1 ; n=10 ; p=0.012 ; ).

La comparaison du transfert de charge a révélé que les apports excitateurs (E) était
augmentés a l'inverse des apports inhibiteurs (I) qui étaient réduits chez les souris
APP/PS1 (E: + 26.26 £ 291 % et | : -30.78 = 3.85 % chez APP/PS1 par rapport a
WT), montrant une augmentation du ratio E/I chez les souris transgéniques similaire &
celle observé apres l'application d’Apo (E/I : +61.31 + 10.64 % chez APP/PS1 par
rapport a WT ; ).
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Figure 5 : Perturbation du ratio excitateur/inhibiteur au niveau des neurones
pyramidaux ide CA1 chez les souris APP/PS1-21 agées d'un mois.

A, Traces représentatives des courants postsynaptiques excitateurs spontanés
(SEPSCs) enregistrés a -33 mV dans des neurones pyramidaux de la région CAl a
partir de tranches hippocampiques de souris WT ou APP/PS1.
B, L’histogramme représente la moyenne = SEM de lI'amplitude et de la fréquence des
SEPSCs enregistrés dans les neurones de souris WT (WT, barre grise, n = 10
neurones) et de souris APP/PS1 (APP/PS1, barre orange, n = 10 neurones) p =0.0002
pour I'amplitude et p = 0.0002 pour la fréquence des sEPSCs.

C, Traces représentatives des courants postsynaptiques inhibiteurs spontanés
(sIPSCs) enregistrés a +10 mV dans des neurones pyramidaux de la région CAl a
partir de tranches hippocampiques de souris WT ou APP/PS1.
D, Le graphique représente la moyenne + SEM de I'amplitude et de la fréquence des
sIPSCs enregistrés dans les neurones de souris WT (WT, barre grise, n = 10
neurones) et de souris APP/PS1 (APP/PS1, barre orange, n = 10 neurones). p <
0.0001 pour lamplitude et p = 0.0122 pour la fréquence des sIPSCs.
E, Traces représentatives des sIPSCs et SEPSCs enregistrés dans le méme neurone
pyramidal de souris APP/PS1.

F Le graphique représente la valeur moyenne du transfert de charge mesurée dans
les neurones pyramidaux de souris APP/PS1, normalisée par rapport a la valeur de
transfert de charge mesurée chez les souris WT (E : afférences excitatrice/SEPSCs ;
I: afférence inhibitrice/sIPSCs, E/I : barre gris clair; n = 10). Test t non apparié, *p <
0.05, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

L'équilibre E/I est crucial pour maintenir une communication efficace au sein
des réseaux neuronaux et soutenir les processus cognitifs tels que la mémoire et
I'apprentissage. Afin d’établir si une augmentation du ratio E/I peut conduire a une
dysfonction du réseau capable d’altérer les performances cognitives, nous avons
étudié la potentialisation a long terme (LTP), un substitut cellulaire de la mémoire, dans
la région CAl de tranches hippocampiques de jeunes souris APP/PS1-21. Deux
protocoles de plasticité ont été appliqués afin de générer une LTP. Les premiéres LTP

ont été induites par le protocole de stimulation a haute fréquence (HFS-LTP), tandis
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gue les secondes ont été générées par le protocole de stimulation Théta (TBS-LTP)

dont les détails ont été abordés dans la partie Matériel et Méthodes de ce manuscrit.

Nous n'avons détecté aucune modification de la HFS-LTP dans les tranches
APP/PS1 par rapport aux tranches WT (168.2 + 14.72 % pour les souris WT ; n=8 et
152.8 + 6.59 % chez les souris APP/PS1 ; n=8 ; p=0.77 ; ). En revanche,
la TBS-LTP était significativement augmentée dans les tranches de cerveau des souris
APP/PS1 par rapport aux souris WT (150.9 £ 6.94 % pour les WT ; n=8 et 201.4 +
Contrairement a la LTP induite par les stimulations Théta, qui est généralement
régulée et affaiblie par les apports inhibiteurs, la LTP induite par une stimulation a 100
Hz ne semble pas étre modulée par la neurotransmission GABAergique (Chapman,
Perez and Lacaille, 1998). Dans nos expériences, le blocage continu de l'inhibition
avec de la picrotoxine (5 uM), un antagoniste des récepteurs GABAAa, n'a eu aucun
effet sur la HFS-LTP dans les deux groupes de souris (160.9 + 15.46 % chez les souris
WT ; n=8 et 146.4 + 9.34 % chez les APP/PS1 ; n=8 ; p=0.82; ).
Toutefois, suite a I'ajout de picrotoxine, la TBS-LTP a été augmentée chez les souris
WT et atteint un niveau similaire a celui enregistré dans les tranches des souris
APP/PS1 (212.6 £ 12.15 % chez les WT ; n=8 et 209.1 + 9.48 % chez les souris
APP/PS1 ; n=8 ; p=0.99; ).

Ces données soulévent la question de savoir si la potentialisation enregistrée a
la suite de la TBS-LTP dans les tranches APP/PS1 résulte de perturbations de
I'inhibition. Pour évaluer la contribution des apports inhibition a la TBS-LTP, nous
avons mesuré les IPSC évoqués par la stimulation des collatérales de Schaeffer
(elPSC), avant et aprés le protocole TBS, en clampant la membrane du soma a +10
mV en utilisant le mode voltage-clamp ( ) (Basu et al., 2013). Dans la région
CALl des tranches de souris WT, I'elPSC enregistré apres l'application du protocole
TBS était augmenté. En revanche, dans les tranches de souris WT incubées avec
I’ABo (100 nM) ainsi que pour les tranches de souris APP/PS1, la potentialisation de
I'elPSC a été supprimée (131 + 4.12 % chez les souris WT ; n=10 et 92.4 + 5.47 %
pour les APP/PS1 ; n=10, p<0.0001 et 91.54 + 3.97 % en condition ABo, n=10 ;
p<0.0001; ). Cela soutient I'idée que dans les tranches de souris
APP/PS1, 'augmentation de la potentialisation obtenue a l'issue de la TBS-LTP est

vraisemblablement liee a une perturbation des apports inhibiteurs.
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Figure 6 : La perturbation de la neurotransmission GABAergique conduit & une
facilitation de la plasticité synaptique chez les souris APP/PS1 agées d'un mois.

A et B, Les données représentent la moyenne (x SEM) de la pente des fEPSPs
enregistrés dans la région CA1 de tranches hippocampiques de souris WT (cercles
gris) ou de tranches hippocampiques de souris APP/PS1 (triangles oranges) apres un
protocole de stimulation a haute fréquence (HFS) (A) ou un protocole de stimulation
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théta (TBS) (B), exprimées en pourcentage de la pente des fEPSPs obtenue au cours
de la ligne de base. Les traces représentatives d'une expérience sont montrées avant
(1) et apres (2) les protocoles de stimulation. Elles ont été extraites aux moments
indiqués (1, 2) sur les graphiques.

C, Le graphique montre la moyenne (+x SEM) de la pente des fEPSPs exprimée en
pourcentage de la valeur de la ligne de base et mesurée au cours des 10 derniéres
minutes d'enregistrements dans les tranches de souris WT apres HFS (WT(HFS),
barre grise, n = 8 tranches), de souris APP/PS1 apres HFS (APP/PS1(HFS), barre
orange, n = 8 tranches), dans les tranches de souris WT apres TBS (WT(TBS), barre
grise pointillés, n = 8 tranches) et de souris APP/PS1 apres TFS (APP/PS1(TFS), barre
orange pointillés, n = 8 tranches).

D et E, Les données représentent la moyenne (+ SEM) de la pente des fEPSPs
enregistrés en présence de picrotoxine dans des tranches hippocampiques de souris
WT (cercles gris) ou de souris APP/PS1 (triangles oranges) aprés le protocole HFS
(D) ou TBS (E), exprimées en pourcentage de la pente des fEPSPs obtenu pendant la
ligne de base. Les traces représentatives d'une expérience sont montrées avant (1) et
aprés (2) la stimulation. Elles ont été extraites aux moments indiqués (1, 2) sur les
graphiques.

F, Le graphiqgue montre la moyenne (x SEM) de la pente des fEPSPs exprimée en
pourcentage de la valeur de la ligne de base et mesurée au cours des 10 dernieres
minutes d'enregistrements dans des tranches de souris WT aprés HFS (WTpicro(HFS),
barre grise, n = 8 tranches), de souris APP/PS1 aprés HFS (APP/PS1picro(HFS), barre
orange, n = 8 tranches), dans des tranches de souris WT aprés TBS (WTypicro(TBS),
barre grise pointillés, n = 8 tranches) et de souris APP/PS1 apres TBS
(APP/PS1picro(TBS), barre orange pointillés, n = 8 tranches).

G, Ce schéma illustre les étapes permettant I'enregistrement des IPSCs évoqués par
stimulation des collatérales de Schaffer en mode voltage-clamp avant et aprés le
protocole de TBS.

H et I, Les données représentent la moyenne (+ SEM) de I'amplitude des elPSCs
enregistrés dans des neurones CA1 de souris WT (cercles gris) ou de souris APP/PS1
(triangles oranges) (H) et dans des neurones CA1 de souris WT (cercles gris) ou de
souris WT incubés avec ABo pendant 20 min (losanges rouges) (I), exprimée en
pourcentage de lI'amplitude des elPSCs obtenu pendant la ligne de base.

J, L’histogramme montre la moyenne (+ SEM) de I'amplitude des elPSCs exprimée en
pourcentage de la valeur de la ligne de base et mesurée au cours des 10 dernieres
minutes d'enregistrements chez des souris WT (WTvenice, barre grise, n = 10
neurones), des souris APP/PS1 (APP/PS1, barre orange, n = 10 neurones) et chez
des souris WT perfusées avec I'ABo (WTago, barre rouge, n = 10 neurones). ANOVA
a un facteur et test post hoc de Tukey pour comparaisons multiples, *p< 0.05, ****p <
0,0001, ns : non significatif.
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lll. Rétablissement de la balance E/I aprés restauration

pharmacologique de la fonction et de I’expression des KCC2

Pour remédier aux déficits de la neurotransmission inhibitrice causées par la
diminution de I'expression des KCC2, nous avons tenté de restaurer
pharmacologiqguement la capacité d'extrusion du chlore en augmentant a la fois
I'expression et la fonction des KCC2 en utilisant le CLP257 et le CLP290 (Gagnon et
al., 2013). Ainsi, nous avons montré que le prétraitement des tranches d'hippocampe
avec CLP257 a 100 um empéchait la réduction de I'expression de KCC2 induite par
I'application de 100 nM d’ABo (niveau relatif de protéines KCC2 : 1.27 £ 0.13 pour les
WTago ; N=7 et niveau relatif de protéines KCC2 : 1.86 = 0.15 chez les WTcLp2s7, ABO
; n=7; p=0,03; ).

Nous avons ensuite évalué si la restauration de I'expression des KCC2 était
suffisante pour renverser les modifications de I'Ecasa déclenchées par I'ABo. Les
neurones provenant de tranches prétraitées avec CLP257 et perfusés avec I'ABo
présentaient un Ecasa plus hyperpolarisé que les neurones perfusés uniqguement avec
la solution d’oligoméres, mais similaire a celui des neurones uniqguement incubés avec
CLP257 (Ecasa:-23.43 £1.08 mV chez WTago ; N=11 et Ecaga : -28.91 £ 0.73 mV chez
les WTcLp2s57, ABo ; n=11, p=0.014 ; Ecapa : -28.97 £ 1.30 mV pour les WTcLp2s7 ; n=11
et Ecasa -28.91 £ 0.73 mV chez les WTcipzs7, ABo ; n=11, p>0,9999 ;

Puisque la perturbation de I'équilibre E/I a également été observée chez les
souris APP/PS1-21, nous avons décidé de mesurer a la fois I'expression de KCC2 et
'Ecasa dans les neurones de tranches d'hippocampe provenant de ces souris
transgéniques. De facon similaire aux effets précédemment décrits sur les tranches
de souris WT perfusées avec I'ABo, nous avons remarqué une diminution de
I'expression totale des KCC2 associée a une dépolarisation significative de I'Ecasa
(niveau relatif de protéines KCC2 : 0.81 + 0.04 chez les WT ; n=12 et niveau relatif de
protéines KCC2 : 0.60 £ 0.03 chez les souris APP/PS1 ; n=12 ; p=0,02 ; Ecasa : -31.90
+ 0.93 mV pour les WT ; n=16 et Ecasa: -22.29 + 1.40 mV pour les souris APP/PS1-
21 ; n=16, p=0,0001 ).
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Par conséquent, nous avons ensuite voulu étudier les effets de I'administration
intrapéritonéale de CLP290, un composé carbamate dérivé du CLP257, sur les
perturbations de la transmission inhibitrices mis en évidence chez les souris APP/PS1.
Pour cela, des injections quotidiennes ont été effectuées pendant 7 jours a partir du
15Me jour postnatal, début de la surproduction d'AB. Le traitement ainsi administré a
permis de restaurer I'expression totale des KCC2 dans I'hippocampe des souris
APP/PS1-21 (niveau relatif de protéines KCC2 : 0.60 = 0.03 chez les APP/PS1 ; n=12
et niveau relatif de protéines KCC2 : 0.82 + 0.06 chez APP/PSlcLp290 ; N=12 ; p=0,03
; ). L’EcaBa mesuré dans les neurones d’animaux transgéniques a
également été normalisé par le traitement avec CLP290 (Ecasa : -22.29 + 1.41 mV
chez les APP/PS1 ; n=16 et Ecaga : -28.85 £ 1.09 mV pour les APP/PS1cip290 ; N=16,
p=0,04 ; ).

Enfin, nous avons évaluer si les traitements avec le CLP257 et le CLP290
pouvaient finalement prévenir les perturbations du rapport E/l. De maniere
intéressante, la mesure du transfert de charge a indiqué que les deux traitements
CLP257 et CLP290 ont permis de rétablir le rapport E/I a la fois dans les tranches de
souris WT perfusées avec I'ABo mais aussi dans les tranches de souris injectées
APP/PS1-21 respectivement (rapport E/I : 61.53 £5.76 % pour les souris WTago ; n=10
et rapport E/I : -3.70 + 4.85 chez les WTcLp2s7, ABo ; n=10 ; p<0,0001 ; rapport E/I :
33.40 £ 7.54 % chez les souris APP/PS1 ; n=23 et rapport E/I : -3.52 + 4.052 mV pour
les APP/PS1cLp290 ; N=25 ; p<0,0001 ; ).
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Figure 7 : L’augmentation de I'expression et de la fonction de KCC2 restaure
I’Ecasa et le ratio E/l dans I'hippocampe.

A et E, Immunoblots représentatifs des lysats hippocampiques de tranches de souris
WT incubées avec le véhicule, 'ABo, le CLP257 ou traitées avec du CLP257 avant
d'étre incubées avec de I'ABo (A) et de tranches de souris WT ou APP/PS1 injectées
avec le véhicule ou le CLP290 (E).

B, Quantification par immunoblots du KCC2 total dans les tranches incubées avec les
différents traitements. Le graphique montre la moyenne £ SEM pour les tranches de
souris WT incubées avec le véhicule ou I'ABo et traitées ou non avec le
CLP257(WTyvehicle, barre grise, n = 7 ; WTago, barre rouge, n = 7; WTcLp2s7, barre gris
foncé, n = 7 et WTcLr2s7, ABO, barre rouge clair, n = 7).

C et G, Traces d’enregistrements elPSCs dans des neurones de tranches
hippocampiques de souris WT ou APP/S1 incubées avec les différents traitements.
D, Quantification de I'Ecasa dans des neurones de tranches de souris WT incubées
avec le véhicule ou I'ABo et traitées ou non avec le CLP257 (WT\venicle, barre grise, n =
11 ; WTago, barre rouge, n = 11 ; WTcLp2s7, barre gris foncé, n = 11 et WTcrpr2s7, ABO,
barre rouge clair, n = 11).

F, Quantification par immunoblots du KCC2 total dans des tranches hippocampiques
de souris WT ou APP/PS1 injectées avec le véhicule ou le CLP290. Le graphique
montre la moyenne £ SEM pour les tranches de souris WT ou APP/PS1 (WTuehicle,
barre grise, n = 12 ; APP/PS1venhicle, barre orange, n = 12 ; WTcLp290, barre gris fonce,
n =12 et APP/PS1cLr290, barre orange clair, n = 12).

H, Quantification de I'Ecasa dans des neurones de souris WT et APP/PS1 (WTvehicle,
barre grise, n = 16 ; APP/PS1venicle, barre orange, n = 16 ; WTcLp290, barre gris foncé,
n =16 et APP/PS1cLr290, barre orange clair, n = 16).

I, Le graphique montre la moyenne = SEM du transfert de charge mesuré dans les
neurones de tranches de souris WT incubées ou non avec I'Apo, traitées ou non avec
le CLP257 (WTago, N = 10 ; WTcLp2s7, N = 10 neurones ; WTcirzs7, ABo, n = 10
neurones) et normalisée a la valeur du transfert de charge mesuré chez les souris WT
perfusées avec le véhicule (E : apports excitateurs/SEPSCs (barre gris foncé) ;
| : apports inhibiteurs/sIPSCs (barre grise), E/I : (barre gris clair).

J, Le graphique montre la moyenne + SEM du transfert de charge mesuré dans les
neurones de souris WT et APP/PS1 injectées avec le véhicule ou le CLP290
(APP/PS1lven, N = 23 ; WTcLp290, N = 25 et APP/PS1ciLr290, N = 25) et normalisée par la
valeur du transfert de charge mesuré chez les souris WT injectées avec le véhicule (E
: apports excitateurs/sEPSCs (barre gris foncé) ; | : apports inhibiteurs/sIPSCs (barre
colorée), E/I : (barre gris clair)). Figure 7 A, B, | et J : ANOVA a un facteur et test post-
hoc de Tukey pour comparaisons multiples. Figure 7 F et H : Test de Kruskal-Wallis
et test post-hoc de Dunn pour comparaisons multiples. *p <0.05, ***p <0.001 , ****p
<0.0001 , ns = non significatif. Immunoblots, n= nombre de souris ; enregistrements
électrophysiologiques, n =nombre de neurone.
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Discussion

La régulation de nombreux processus physiologiques et cognitifs repose sur un
équilibre précis entre les systémes excitateur et inhibiteur qui est essentiel pour le
fonctionnement des circuits neuronaux (Palop et al., 2007). Les perturbations de la
balance E/I ont été associées a divers troubles mnésiques et constituent désormais
un domaine de recherche en pleine expansion dans l'étude des pathologies
neurologiques. Au cours des phases précoces et asymptomatiques de la maladie
d'Alzheimer (MA), de nombreuses études ont montré que les oligoméres solubles (3-
amyloide (AB) pouvaient perturber cet équilibre E/I et ainsi participer au maintien d’'un
état hyperactif (Busche et al., 2008; Palop and Mucke, 2016; Paumier et al., 2022).
Des données récentes rapportent que les effets délétéres de I'AB sur la transmission
glutamatergique seraient dépendants de sa liaison a la synapse, via une interaction
physique avec la protéine APP (Rolland et al., 2020).

Parallélement, des altérations de la transmission GABAergique, élément central
de la régulation de I'équilibre excitation/inhibition (E/I), ont été observées dans
plusieurs modeéles murins de la maladie d’Alzheimer (Wang et al., 2014; Martinez-Losa
etal., 2018). Fait intéressant, certaines études suggerent que I'APP pourrait également
contribuer a ces perturbations inhibitrices en influencant I'expression du transporteur
de chlore KCC2 (Chen et al., 2017).

Les recherches menées au cours de ma these ont révélé une altération de la
balance E/I, un phénoméne associé a la surproduction précoce d’Apo et en partie
imputable a une réduction importante de la neurotransmission inhibitrice dans
I'hippocampe. Les expériences effectuées ont permis de montrer que ce déficit
GABAergique pourrait étre lié a une augmentation pathologique du clivage de 'APP
et a la réduction de I'expression du co-transporteur de chlore KCC2 qui en résulte.
Enfin, les données obtenues suggerent qu'un traitement pharmacologique augmentant
la fonction et I'expression de ces co-transporteurs permettrait de restaurer I'équilibre
E/l en prévenant les perturbations de la neurotransmission GABAergique
hippocampique tant chez les souris WT que dans un modele murin de la maladie

d’Alzheimer.
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Discussion

| Perturbation de I’équilibre E/l et les protéines impliquées

Dans la premiére partie de I'étude décrite dans ce manuscrit, I'objectif a d’abord
été d’établir un bilan global de la transmission neuronale hippocampique afin de
caractériser les modifications précoces de I'équilibre E/I induites par les oligoméres
AB. Les premiers enregistrements électrophysiologiques ont souligné la présence
d’'une activité excitatrice exacerbée, observable aprés I'application exogéne d’Apo, et
également chez les souris APP/PS1-21. Pour rappel, cet état hyperactif a été
caractérisé dans I'hippocampe de patients au stade MCI et d’un point de vue clinique,
il constitue, a ce jour, I'un des biomarqueurs utilisés dans le diagnostic des phases
précoces de la maladie. De facon intéressante, conjointement a cette hyperactivité,
nos résultats ont mis en évidence une réduction importante de la fréquence et de
'amplitude de l'activité inhibitrice, phénoméne se traduisant par une augmentation
significative du ratio E/I. Des perturbations similaires de la neurotransmission ont été
décrites chez d’autres modeles murins de la maladie d’Alzheimer (Palop and Mucke,
2016).

Les altérations de la transmission GABAergique et leur contribution potentielle
a la physiopathologie de la maladie d'Alzheimer (MA) sont désormais largement
reconnues et font actuellement I'objet de nombreuses recherches. A cet égard, les
travaux de Busche et al. (2008), menés chez les souris APP23XPS45, suggérent que
I'nyperactivité observée dans les circuits corticaux serait davantage attribuable a une
diminution des apports inhibiteurs qu'a une augmentation de la transmission
glutamatergique (Busche et al., 2008). De maniére complémentaire, une étude plus
récente menée par Verret et al. (2012) a montré que le dysfonctionnement du réseau
et les déficits de mémoire observés chez les souris hAPP20J pourraient découler d'une
réduction significative du nombre d'interneurones, en particulier des cellules exprimant
la parvalbumine (PVs) (Verret et al., 2012). Enfin, une publication parue en 2016 a
révélé qu’un dysfocntionnement des interneurones exprimants la somatostatine serait
impliqué dans les altérations mnésiques observées chez des souris APP/PS1-A9
(Schmid et al., 2016).
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Au regard de ces données, nous avons concentré notre étude sur les
modifications de la transmission inhibitrice et les mécanismes pathologiques
amyloidogéniques associés. En nous appuyant sur des travaux antérieurs montrant
que I’APo était capable d’augmenter le clivage de I'’APP, nous nous sommes interrogés
sur la mise en jeu de cette protéine dans les modifications de la transmission
GABAergique précédemment décrites. Les courants inhibiteurs enregistrés sur les
tranches d’hippocampe de souris APPX® ou en présence d’inhibiteur de la B-sécrétase
sont restés inchangés malgré I'application d’ABo. Si ces résultats sembleraient
confirmer notre hypothése quant a l'implication de 'APP dans les perturbations

inhibitrices, son clivage apparait lui aussi nécessaire.

Bien que notre étude n'ait pas directement évalué cette question, il serait
pertinent d'examiner les mécanismes par lesquels I'ABo pourrait influencer le clivage
de I'APP. Les travaux de Gleeson et son équipe ont abordé ce sujet, révélant que la
présence d'AB perturberait I'activité des protéines d'adressage endosomal Arl5b et
AP4. Cela entrainerait une accumulation de I'APP au niveau de l'appareil de Golgi, ou
elle subirait un clivage exacerbé (Toh et al., 2017; Tan and Gleeson, 2019).
Cependant, ces conclusions ont été réévaluées dans une étude d'Antonio et al. (2022),
qui suggére qu'en présence d'AB, I'augmentation du clivage de I'APP se produirait
principalement dans le compartiment endosomal, suite a I'activation de la protéine Gao
et de sa sous-unité GBy. Cette activation favoriserait I'interaction entre I'APP et la (3-

sécrétase, contribuant ainsi a I'accumulation intracellulaire d'Af (Antonino et al., 2022).

Bien que ces deux mécanismes soient plausibles au regard de nos résultats,
les travaux menés au sein de I'équipe, par Marta Rolland, semblent appuyer
I'nypothese de Gleeson, ayant démontré une accumulation accrue de I'APP au niveau
de l'appareil de Golgi (Rolland et al., 2020). Néanmoins, I'hypothése d'un clivage
aberrant dans le compartiment endosomal ne peut étre écartée. Il serait donc important
d'examiner a la fois le role des protéines Arl5b et AP4, ainsi que celui de la protéine

Gao, afin de mieux comprendre comment I'AB favorise le clivage de I'APP.
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Compte tenu des résultats obtenus sur les tranches de souris APPX© confirmant
la mise en jeux de 'APP, nous avons voulu déterminer comment cette protéine pouvait
influencer la transmission inhibitrice. Si comme nos résultats le suggerent, les effets
observés sont associés a son clivage, alors plusieurs hypothéses peuvent étre

envisagées.

La premiére serait de considérer les fragments issus du clivage comme
éléments centraux des perturbations inhibitrices, en particulier 'APP soluble (sAPP),
fragment produit a la suite du clivage par la B-sécrétase. L’influence du sAPP sur
I'activité neuronale a été largement étudiée dans le cadre de la MA (Mockett et al.,
2017; Muller, Deller and Korte, 2017). Dans une étude parue en 2019, Rice et son
équipe ont découvert I'existence d’une interaction protéique entre le fragment sAPP et
la sous-unité la des récepteurs métabotropiques présynaptiques GABAs
(GABA&R1a). De fagon intéressante, leurs résultats ont montré que la fixation entre le
récepteur et le SAPP pouvait inhiber la libération des vésicules présynaptiques et ainsi
entrainer une réduction drastique de la transmission inhibitrice et de la facilitation a
court terme (Rice et al., 2019). D’aprés ces données, 'augmentation du clivage de
I’APP médié par I’ABo pourrait donc participer a la diminution des sIPSC en favorisant
I'interaction entre le fragment sAPP et les GABABR1a.

Afin d’étudier la contribution de ce mécanisme présynaptique dans la réduction
pathologique des courants inhibiteurs analysés, des courants inhibiteurs miniatures
(mIPSCs) ont été enregistrés en présence de TTX ( ). Les mIPSCs
fournissent des informations sur Il'activité synaptique basale et notamment la
probabilité de libération des neurotransmetteurs en isolant les contributions
présynaptiques et postsynaptiques. En présence d'ABo, les résultats ont monté une
réduction de I'amplitude des mIPSCs sans changement de fréquence suggérant des

modifications principalement localisées au niveau postsynaptique.

Par ailleurs, la contribution des récepteurs GABAg a aussi été évaluée. Pour
cela, des sIPSCs ont été enrgistrés en présence de saclofen, un antagoniste des
GABAs.. L’'absence de changement semble indiquer que les sIPSC enregistrés dans
nos conditions expérimentales ne sont que trés peu affectés par l'activation des

GABAB&. Bien que leur contribution ne puisse pas étre exclue, nos résultats actuels ne
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permettent pas d’établir un lien entre les fragments sAPP et les perturbations de la

transmission inhibitrices observées.

En s’intéressant a la forme membranaire de I’APP, les chercheurs ont identifié
de nombreuses protéines essentielles au maintien de l'activité inhibitrice et dont la
fonction est régulée par leur interaction avec I'APP (Chen et al., 2017; Petrache et al.,
2020). Il est donc possible qu'en présence d’Apo, la diminution de I'APP membranaire
observée puisse perturber l'activité inhibitrice en altérant les fonctions cellulaires
associées aux protéines avec lesquelles 'APP interagit.

Cette hypothése est soutenue par les travaux de Chen et al. (2017) qui ont

révélé la mise en jeux de 'APP dans la régulation du co-transporteur de chlore KCC2
et souligné l'importance de cette interaction dans la régulation de [activité
GABAergique. En conséquence, nous avons Vérifié si I'augmentation du clivage de
I'APP, subséquente a une exposition aux oligomeres AP, pouvait affecter la
neurotransmission inhibitrice en modifiant I'expression des KCC2.
Les mesures recueillies semblent valider cette hypothése puisqu’une une diminution
de I'expression des KCC2 totaux et membranaires a effectivement été observée aprés
I'application d’Apo. En revanche, aucun changement n’a été détecté a la suite de la
perfusion d’ABo chez les souris APPX® ou lorsque l'activité de la B-sécrétase était
bloquée chez les animaux WT.

Enfin, la potentialisation de 'Ecasa, résultant de la réduction notable des KCC2,
a permis de confirmer le réle crucial de ces co-transporteurs dans les perturbations

inhibitrices initiées par les oligomeres.

Les travaux récemment publiés par Keramidis et al. (2023) ont décrit une
réduction comparable concernant I'expression totale et membranaire des KCC2 de la
région CA1 chez des souris modele 5XFAD agées de deux et quatre mois (I'expression
des KCC2 a un mois n’a pas été évaluée) (Keramidis et al., 2023). A l'instar de nos
observations chez le modéle APP/PS1-21, la diminution des KCC2 s’est manifesté par
une modification de 'homéostasie du chlore qui était cependant plus tardive chez les
souris 5XFAD.

En dehors de ces résultats, il parait également intéressant d’évoquer la

diminution significative de I'expression total des KCC2 chez les souris APPX® en
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comparaison des animaux WT. Ces résultats semblent concorder avec les données
de la littérature et confirmeraient le réle essentiel de 'APP dans la stabilisation
membranaire du co-transporteur. Par ailleurs, la réduction du niveau des KCC2
pourrait également expliquer la potentialisation de I'Ecasa chez les souris APPKC ainsi

gue la diminution des courants inhibiteurs enregistrés dans ce modele.

Dans I'ensemble, nos données expérimentales convergent vers un mécanisme
dans lequel l'interaction entre 'APP et les KCC2 semblent jouer un réle de premier

plan dans les perturbations précoces de la transmission inhibitrice médiées par I'Apo

( ).
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Figure 8: Mécanisme hypothétique de la diminution de I'interaction KCC2/APP et des
perturbations GABAergiques associées (schéma réalisé sur BioRender.com). Les résultats
obtenus ont montré qu’en réponse a I'application d’Apo, une diminution importante de I'expression
total et membranaire des KCC2 était observée. Cette réduction, dépendante du clivage de I'APP,
pourrait étre due a une augmentation du nombre de KCC2 non associés a I'APP, entrainant leur
dégradation via I'activation de la voie lysosomal

Bien que nos résultats ne permettent pas, a ce stade, d’identifier les processus

exacts impliqués dans ces modifications, la réduction concomitante de I'expression
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membranaire et totale des KCC2, observée a la suite de la perfusion d’Apo, suggére
gue le clivage de I'APP favorise la dégradation des co-transporteurs. Plusieurs

mécanismes sont alors envisageables pour expliquer ce phénomeéne.

Le premier serait que l'adressage membranaire des KCC2 requiére son
association avec I'APP. Dans ce contexte, 'augmentation du clivage réduirait le
nombre de complexe KCC2/APP. Les KCC2, alors non associ€s, ne pourraient plus
atteindre la membrane et seraient rapidement dégradés. Comme mentionnée
précédemment, Glesson et son équipe ont démontré que la présence d'Ap favorisait
'accumulation de I'APP dans I'appareil de Golgi, un site de clivage privilégié, en
altérant la fonctions des protéines d’adressage endosomal Alr5b et AP4 (Toh et al.,
2017; Tan and Gleeson, 2019). Ces données ont été corroborées par les travaux de
notre I'’équipe, qui ont mis en évidence une accumulation, de 'APP et son fragment
SAPP au niveau du Golgi (Rolland et al., 2020).

Sur la base de ces observations, il est donc envisageable qu'en présence d’Ap,
I'accumulation de I'APP dans le Golgi augmente son clivage, ce qui contribuerait a la
dégradation de KCC2 en réduisant le nombre d’APP disponibles pour une association.
Cette hypothese fait actuellement l'objet d'études, et des expériences préliminaires
sont en cours pour quantifier les complexes KCC2/APP et déterminer leur localisation

cellulaire.

Dans le cas ou 'adressage membranaire des KCC2 n’est pas perturbé, c’est la
stabilisation membranaire des co-transporteurs qui pourrait étre affecté par le clivage
de 'APP. Ce second mécanisme a été proposé par Chen et ses collaborateurs dans
une études parue en 2017, révélant que l'interaction entre I'APP et le KCC2 permettrait
de limiter la phosphorylation des résidus tyrosine du co-transporteur, empéchant ainsi
son ubiquitination et sa dégradation par la voie lysosomale (Chen et al., 2017). Dans
cette méme publication, ils ont également souligné l'influence du KCC2 dans la
régulation de I'expression de la sous-unité GABAaal, retrouvée principalement au
niveau des récepteurs postsynaptiques.

D’aprés ces éléments, il serait donc pertinent de définir si des processus
comparables sont mis en jeux dans nos modele expérimentaux. Pour cela, il

conviendrait tout d’abord de confirmer I'implication de 'APP dans maintien de
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I'expression membranaire des KCC2. Pour cela, nous prévoyons de surexprimer ’APP
dans des neurones de souris APPKC afin de quantifier 'expression membranaire et
totale des KCC2. Par la suite, une étude réalisée sur des neurones exprimant une
forme mutée non phosphorylable des KCC2 pourrait étre effectuée afin d’évaluer les
conséquences d’'une application d’Ap sur les courants inhibiteurs. En paralléle, il
pourrait étre judicieux de comparer le niveau de KCC2 phosphorylés apres la perfusion
d’oligomeres.

Enfin, 'impact de la diminution du KCC2 sur I'expression des sous-unité
GABAaa1 a quant a lui été évalué mais aucune modification n’a été mis en évidence
a la suite de l'application d’Apo ( ). A ce stade, les résultats ne
permettent donc pas d’établir un lien entre 'altération de la transmission inhibitrice et
une réduction du nombre de récepteurs GABAAa postsynaptiques.

Parallélement a la réduction de I'expression des KCC2 impliquant le clivage de 'APP,

un effet direct de ’Apo sur le co-transporteur ne peut étre exclu.

Il Conséquence d’un déséquilibre E/l chez les souris APP/PS1-21

Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, de nombreuses études ont mis en
évidence des modifications de la plasticité synaptigue mettant en jeux une altération
de I'équilibre E/I (Lei et al., 2016; Chen et al., 2022). Nous avons donc voulu évaluer
si la potentialisation du ratio E/I enregistré chez les souris APP/PS1-21 pouvait étre a
I'origine de changements comparables. La potentialisation de la LTP, observable a la
suite de la LTP-TBS mais absente de la LTP-HFS, a révélé une facilitation de la
plasticité synaptique qui semblerait étre associée a une diminution des apports
inhibiteurs. Cette hypothése a été conforté par I'obtention d’une potentialisation
comparable a celle des souris APP/PS1 apres le blocage des courants GABAergiques
chez les souris WT mais aussi par la perte totale de la potentialisation des courants

inhibiteurs évoqués (elPSCS) chez les animaux transgéniques.

Compte tenu du role déterminant des KCC2 dans la régulation de la
transmission GABAergique, il est possible que la facilitation observée chez les souris
APP/PS1 résulte de la diminution de I'expression du co-transporteur. L'influence du

KCC2 sur la régulation de la plasticité a long terme a déja été mis en évidence par les
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travaux de Wang et al. (2006). Dans cette étude, il est rapporté que I'induction de la
LTP est associée a une augmentation notable des niveaux de KCC2 (Wang, Gong and
Xu, 2006). Les données issues de la publication de Chevy, parue en 2015, ont
confirmé ces résultats et décrivent notamment I'implication du co-transporteur dans le

recrutement des récepteurs AMPA (Chevy et al., 2015).

A I'instar des KCC2, 'APP semble elle aussi impliquée dans les perturbations
de la LTP. Ce rOle a été identifié par les travaux de Puzzo et al. (2017), montrant que
les modifications pathologiques de la LTP induites par I'Apo étaient abolies chez les
souris APPKO (Puzzo et al., 2017).

Au vu de ces informations, il serait donc pertinent de compléter notre étude en
évaluant la contribution des KCC2 dans les perturbations de la plasticité décrites chez

les souris APP/PS1-21 et de définir si ’APP et son clivage sont également mis en jeux.

lll Restauration pharmacologique du KCC2

Comme évoqué précédemment, les expeériences effectuées sur des tranches
d’hippocampe, a la suite de la perfusion exogéne d’Afo, ont révélé un déficit des
courants inhibiteurs associé a une réduction significative de I'expression du co-
transporteur KCC2, élément central dans la régulation de I'activité GABAergique. Au
vu de ces résultats, également observables chez les souris APP/PS1-21 agées d’un
mois, nous avons évalué si le renforcement pharmacologique de I'expression des
KCC2 pouvait prévenir les perturbations de la neurotransmission inhibitrice et rétablir
'équilibre E/I. Les enregistrements effectués apres l'application de CLP257 ou
I'injection du CLP290, deux potentialisateurs du KCC2, ont montré que la restauration
du niveau des KCC2 était suffisante pour rétablir 'Ecasa et ainsi prévenir les
modifications de la balance E/I. Ces données sont en accord avec les travaux de
Keramidis et al. (2023) dans lesquels une restauration des KCC2 membranaires a été
observée a la suite d’injection de CLP290 chez des souris 5XFAD alors agées de six
mois (Keramidis et al., 2023). De facon intéressante, cette publication a également
montré que la restauration des KCC2 pouvait améliorer les déficits cognitifs et

comportementaux décrits chez ces animaux.
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Par conséquent, il serait nécessaire d’évaluer si I'administration de CLP290 est
suffisante pour empécher ou ralentir 'appartion des premiers troubles mnésiques dans
notre modéle d’études, pour lequel aucun défaut cogntif perceptible n’a été caractérisé

avant I'dge de six mois (Paumier et al., 2022).

En plus d’étre un composé spécifique qui présente une faible toxicité, un autre
avantage du CLP, mis en évidence au cours de nos expérience, a été 'absence d’effet
propre. En effet, les données obtenues aprés injection du CLP290 chez les souris WT
n‘'ont montré aucune différence par rapport aux individus WT injectées avec le
véhicule. Des résultats comparables ont également été observés entre les tranches
WT traitées avec le CLP257 ou avec le véhicule. Dans I'ensemble, les caractéristiques
pharmacologiques du CLP fond de cet agent un composé prometteur pour le
développement de traitement des maladies neurologiques associées a des
modifications de I'activité GABAergique (Dzhala & Staley, 2021 ; Barbour et al., 2021).

IV Les astrocytes, autres acteurs essentiels dans larégulation de la

neurotransmission

Afin d’identifier les mécanismes responsables des perturbations précoces de
I'équilibre excitation/inhibition (E/l) observées dans les premiers stades de la maladie
d'Alzheimer, il est important de prendre en compte le rbéle des astrocytes.
Traditionnellement considérés comme de simples cellules de soutien, la diversité des
processus physiologiques dans lesquels les astrocytes sont impliqués en fond des
éléments fondamentaux capables d’influencer I'environnement extracellulaire et
I'activité des cellule neuronales voisines. Dans la région CA1 de I'hippocampe, I'activité
des neurones pyramidaux que nous avons enregistrés, est directement régulée par
les interneurones environnants, mais également influencée par les astrocytes.
Représentant environ 20 % des cellules du cerveau, les astrocytes interagissent de
maniére bidirectionnelle avec les neurones, régulant des parametres essentiels tels
que I'homéostasie du glutamate, I'excitabilité neuronale et les processus de plasticité
synaptique (Von Bartheld, Bahney and Herculano-Houzel, 2016; Acosta, Anderson
and Anderson, 2017).
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Lors des phases précoces de la maladie d'Alzheimer, l'accumulation
d'oligomeéres B-amyloides (AB0) a été associé a des perturbations de la physiologie
astrocytaire, contribuant ainsi au déséquilibre de la balance E/I (Mitroshina, Kalinina
and Vedunova, 2023). A ce propos, des travaux menés au sein de I'équipe, par
Anthony Bosson, ont révélé qu’une application d’ABo pouvait induire une hyperactivité
calcique astrocytaire, qui, en retour, entrainerait une augmentation de [l'activité
excitatrice spontanée neuronale (Bosson et al., 2017). Par ailleurs, la perturbation de
I'hnoméostasie du glutamate, mettant en jeux le transporteur astrocytaire GLT-1,
semblerait jouer un réle essentiel dans l'excitotoxicité et le déclin cognitif souvent
observée chez les patients Alzheimer (Scott et al., 2011; Takahashi et al., 2015;
Mahmoud et al., 2019).

Parallelement a leur réle dans la modulation du systéeme excitateur, les
astrocytes sont également impliqués dans la régulation de la transmission inhibitrice.
En plus de contréler la synthése et la libération du GABA, l'activation de leurs
récepteurs GABAa et GABAg peut influencer 'activité des interneurones environnants
(Matos et al., 2018; Ishibashi, Egawa and Fukuda, 2019). Des perturbations de
l'activité inhibitrice, impliquant les astrocytes, ont d’ailleurs été associées a la
physiopathologie de la maladie d’Alzheimer. Les travaux de Jo et al. (2014) ont
notamment montré que la libération accrue de GABA astrocytaire, via le canal Best-1
(Bestrophin channel -1), serait associée a des altérations de la plasticité synaptique,
de l'apprentissage et de la mémoire chez les modeles murins d'Alzheimer. En outre,
une augmentation significative du GABA a également été observée dans les

astrocytes provenant de cerveaux de patients Alzheimer. (Jo et al., 2014).

Enfin, de facon similaire aux effets rapportés dans les neurones, la présence
d’Apo semblerait également augmenter I'expression de 'APP et de la B-sécrétase
astrocytaires contribuant de maniére significative a la charge amyloide dans la MA
(Heneka et al., 2005; Zhao, 2011). Dans I'ensemble, ces données suggerent qu’'une
altération astrocytaire induite par 'accumulation précoce d’Apo pourrait participer aux

perturbations de I'équilibre E/I que nous avons observé au cours de notre étude.
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Conclusion générale

En conclusion, les travaux menés au cours de ma theése ont mis en évidence
une altération de la balance E/I dans I'hippocampe de souris modéle de la maladie
d’Alzheimer &agées d’un mois, induite par l'accumulation précoce des formes
oligomérique du peptide AB. Ce déséquilibre résulte notamment d'une réduction de la
neurotransmission inhibitrice, liée a une augmentation pathologique du clivage de

I'APP et a une diminution conséquente de I'expression des cotransporteurs KCC2.

La perturbation de cet équilibre joue un réle majeur dans le déclin cognitif
caractérisé dans la maladie d’Alzheimer. La compréhension des mécanismes sous-
jacents revét donc une importance capitale pour le développement de stratégies
thérapeutiques visant a prévenir 'apparition de cette pathologie. Dans ce contexte, le
co-transporteur KCC2 constitue une cible intéressante puisque I'augmentation
pharmacologique de son expression a permis de prévenir I'apparition du déséquilibre

E/l caractérisé chez les animaux transgéeniques.

Plusieurs questions subsistent néanmoins, notamment concernant I'utilisation
du CLP et son action surles KCC2. S’il a été largement utilisé, le mécanisme par lequel
le CLP favorise I'expression des co-transporteurs reste encore incompris.

On peut également s’interroger sur les conséquences de la restauration de
I'équilibre E/I. Notre étude a été réalisée chez de jeunes animaux. Les effets a long
terme de I'administration du CLP concernant les perturbations de la plasticité
synaptique observées a un mois ainsi que leur conséquence sur les déficits cognitifs
détectables a six mois n'ont donc pas été évalués. Bien que des résultats favorables
aient été observeés dans un modéle d'Alzheimer similaire, ou une diminution des KCC2
avait également été caractérisée, il est essentiel d'évaluer ces parametres plus en

détail avant d'envisager I'utilisation thérapeutique du CLP.

En somme, parallélement a I'élaboration de nouveaux outils de diagnostiques
précoces, ces données offrent des perspectives prometteuses pour le développement
de traitements susceptibles de corriger les perturbations de I'équilibre E/I en

intervenant avant lI'apparition des symptomes cliniques.
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Figure annexe 1 : Les oligoméres B-amyloides modifient 'amplitude mais pas la
fréguence des mIPSCs enregistrés dans les cellules pyramidales de CA1l chez
les souris WT.

A et B, Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de I'amplitude et de la
fréquence des sIPSCs enregistrés a T20 dans les neurones CA1 de souris WT traitées
ou non avec I’Apo et normalisé par la valeur obtenue pendant la ligne de base chez le
véhicule (WTvenicle, barres grises; WTago, barres rouges; amplitude; n=8; p=
0.0001 et fréquence ; n=8 ; p= 0.1835). Test t non apparié, ***p < 0.0001 ; ns : non
significatif.
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Figure annexe 2 : Les perturbations de la neurotransmission inhibitrice induites
par ’ABo ne sont pas associées a une diminution de I’expression des récepteurs
postsynaptiques GABAA.

A, Immunoblots représentatifs des extraits hippocampiques de tranches de souris WT
incubées avec le véhicule ou I'ABo et de tranches de souris APP/PS1-21.
B, Quantification par immunoblots des sous-unités al dans les lysats de tranches
incubées avec le véhicule ou I'Apo et les tranches de souris APP/PS1-21. Le graphique
montre la moyenne + SEM dans les tranches de souris WTwehicule (niveau relatif de
protéines al: 0.94 £ 0.09 chez les WTwnicue ; N=9 souris, barre grise) dans les
tranches WTago (niveau relatif de protéines al : 1.12 + 0.16 pour les WTago ; n=12
souris, barre rouge ; p=0,53 par rapport au WTwenicule) €t dans les tranches APP/PS1
(niveau relatif de protéines al: 0.90 + 0.06 chez les APP/PS1; n=9 souris, barre
orange ; p=0,97 par rapport au WTushicule). Test de Kruskal-Wallis et test post-hoc de
Dunn pour comparaisons multiples. ns = non significatif.
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Résumé :

La maladie d'Alzheimer (MA) est une affection neurodégénérative qui constitue la forme
la plus fréquente de démence. Elle se distingue par une longue phase asymptomatique,
durant laquelle des dysfonctionnements de la neurotransmission ont été observés. Ces
perturbations sont attribuées a une accumulation précoce et anormale des formes
oligomériques de la protéine béta-amyloide (ABo) dans le cerveau, en particulier au
niveau de I'hippocampe. Issues du clivage de la protéine précurseur amyloide (APP), les
ABo perturbent la neurotransmission en altérant I'équilibre entre I'excitation et I'inhibition
(E/N), favorisant ainsi une hyperactivité neuronale. Ces effets déléteres sur la transmission
glutamatergique semblent liés a l'interaction entre AB et la synapse via I'APP. Bien que
moins documentée, limplication de I'APP dans la modulation de la transmission
inhibitrice, notamment via l'expression du transporteur de chlore KCC2, est également
suggérée par certaines études.

Les recherches menées dans le cadre de ma these ont mis en évidence une altération
précoce de I'équilibre E/l due a une surproduction d'ABo, principalement attribuable a une
réduction de la neurotransmission inhibitrice dans I'hippocampe. Ce déficit est associé a
un clivage excessif de I'APP et a une diminution de I'expression de KCC2. De plus, il a
été démontré qu'un traitement pharmacologique visant a augmenter la fonction de KCC2
pourrait rétablir cet équilibre en corrigeant les perturbations de la transmission
GABAergique. En résumé, ces résultats ont permis d'identifier un mécanisme complexe
dans lequel KCC2 joue un role central dans la régulation de la balance E/I, ouvrant la voie
a de nouvelles approches thérapeutiques.

Abstract :

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative condition and the most common form of
dementia. It is characterized by a long asymptomatic phase during which
neurotransmission dysfunctions have been observed. These disturbances are attributed
to the early and abnormal accumulation of oligomeric forms of the beta-amyloid protein
(ApBo) in the brain, particularly in the hippocampus. Derived from the cleavage of the
amyloid precursor protein (APP), ABo disrupts neurotransmission by altering the balance
between excitation and inhibition (E/l), thus promoting neuronal hyperactivity. These
deleterious effects on glutamatergic transmission appear to be linked to the interaction
between AB and the synapse via APP. Although less documented, APP’s involvement in
the modulation of inhibitory transmission, particularly through the expression of the KCC2
chloride transporter, is also suggested by some studies.

The research conducted as part of my thesis highlighted an early alteration in the E/I
balance due to an overproduction of ABo, mainly attributable to a reduction in inhibitory
neurotransmission in the hippocampus. This deficit is associated with excessive cleavage
of APP and a decrease in KCC2 expression. Moreover, it has been demonstrated that
pharmacological treatment aimed at increasing KCC2 function could restore this balance
by correcting disturbances in GABAergic transmission. In summary, these findings helped
identify a complex mechanism in which KCC2 plays a central role in regulating the E/I
balance, paving the way for new therapeutic approach.
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