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RESUME

La maladie d’Alzheimer (MA) est la forme la plus commune de démence chez les
personnes agées. La maladie se caractérise par des pertes de fonctions cognitives et plusieurs
études ont montré une étroite relation entre la neuroinflammation, les déficits synaptiques et
la perte des fonctions cognitives dans la MA. L'importance de la composante
neuroinflammatoire a été démontrée essentiellement gréce a des données épidémiologiques
rapportant une prévalence diminuée de 40 a 70% chez des patients traités chroniquement par
des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) pour d'autres pathologies. Les AINS sont des
inhibiteurs des enzymes de synthese des prostaglandines. Les prostaglandines sont des
métabolites de 1’acide arachidonique. Parmi ces prostaglandines, la PGE; est connue pour
moduler la transmission et les plasticités synaptiques dans I’hippocampe et son expression est
fortement augmentée dans la maladie d’Alzheimer. De nombreux travaux rapportent
I'existence de déficits synaptiques dans la MA, notamment dans I'hippocampe, siége de la
mémoire et de ’apprentissage. Ces travaux se sont focalisés sur les déficits postsynaptiques a
la synapse archétypique formée entre les cellules pyramidales CA3 et CAL. A l'inverse, la
synapse formée entre les fibres moussues et les cellules pyramidales CA3 (FM-CA3) exprime
des plasticités présynaptiques atypiques, a court et a long terme, indépendantes des récepteurs
NMDA et il n'existe que trés peu d'études concernant ces plasticités dans le contexte de MA.
L’objectif de cette étude a été de montrer I’implication de PGE; dans les déficits synaptiques
a la synapse FM-CA3 dans un modéle murin de la MA, la souris double transgénique
APPswe/PS1AE9 (APP/PS1). Nos résultats montrent que I’application exogeéne de PGE; chez
des souris sauvages entraine un déficit de plasticité uniquement sur la potentialisation a long
terme (PLT) exprimée présynaptiquement via 1’activation spécifique du récepteur EP3. Nous
montrons aussi que dans la souris APP/PS1, seule cette PLT présynaptique est impactée a
partir de 12 mois. Enfin, ce déficit de la PLT présynaptique pour la souris APP/PS1 est
réversé par un inhibiteur spécifique des récepteurs EP3 montrant ainsi un réle clé pour la
signalisation PGE; - EP3 dans les déficits synaptiques hippocampaux de ce modele murin de

la maladie d’Alzheimer.

Mots clés: hippocampe, fibres moussues, plasticité synaptique, PLT présynaptique, PGE,,
Maladie d’Alzheimer



SUMMARY

Modulation of synaptic plasticity by PGE, at mossy fiber/CA3
synapse in physiological condition and in a mouse model of

Alzheimer disease

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia in elder people
characterized by a loss of cognitive function linked to synaptic deficits. There is considerable
evidence that neuroinflammation and AD are intimately linked. The key role of
neuroinflammation in the course of the disease was figured out by epidemiological studies
reporting a reduced prevalence to develop AD for patients chronically treated with Non-
Steroidal Anti-Inflammatory Drugs (NSAIDs). Prostaglandins are lipidic mediators derived
from arachidonic acid and their synthesis is inhibited by NSAIDs. Among prostaglandins,
PGE; is known to modulate synaptic transmission and plasticity in the hippocampus and its
concentration is higher in brains from AD patients. Numerous studies have reported synaptic
deficits in the course of AD, mainly in the hippocampus which is essential for cognitive
functions like learning or memory formation. The vast majority of these studies were focused
on postsynaptic deficits at the canonical CA3-CALl synapse. On the opposite, the synapse
between mossy fiber and CA3 pyramidal cell (Mf-CA3) that express presynaptic short-term
and long-term plasticity, was poorly studied in the context of AD. The aim of my project was
to decipher the involvement of PGE;, in synaptic deficits in a mouse model of AD, the
APPswe/PS1AE9 (APP/PS1). Our results show that acute application of PGE, on wild type
young mice impairs only presynaptic long term potentiation (LTP) at the Mf-CA3 synapse via
the specific activation of EP3 receptor. In APP/PS1 mice, we demonstrate that the sole deficit
at the Mf-CA3 synapse is an impairment of the presynaptic LTP at 12 months of age. Finally
we demonstrate that the impaired presynaptic LTP in APP/PS1 mice can be rescued by the
acute application of a specific EP3 receptor antagonist, pointing out the key role of PGE; -

EP3 signaling pathway in synaptic deficits in hippocampus in a mouse model of AD.

Keywords: hippocampus, mossy fiber, presynaptic LTP, PGE,, Alzheimer's disease, synaptic
plasticity
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ABREVIATIONS

5-HT: 5-hydroxytryptamine

AR: peptide amyloide

AC: Adénylate cyclase

AChE: Acetylcholine esterase

ADNC: Acide désoxyribonuclique complémentaire
AICD: APP intracellular domain

AINS: Anti-inflammatoire non stéroidien
AMPA: a-amino-3-hydroxy-5-methylisoazol-4-propionate
AMPc: Adénosine monophosphate cyclique
APOE : Apolipoprotéine E

APP: Amyloid Precursor Protein

ARNmM: Acide ribonucléique messager

ATP: Adénosine triphosphate

BACE: B-site APP Cleaving Enzyme
BHE: Barriére hématoencéphalique

CA: Corne d’Ammon

CCVD: Canaux calciques voltage-dépendant
COX: Cyclooxygénase

CPC: Conditionnement de peur contextuelle
cPGES: cytosolic prostaglandin E synthase
CPSE: Courant postsynaptique excitateur
DLT: Dépression a long terme

EC: Enthorinal cortex

EP: endogen prostanoid receptors

FF: Facilitation en fréquence



FM-CAS3: Synapse fibre moussue-cellule pyramidale CA3
FP: Facilitation en paire

GD: Gyrus dentelé

Gi: Protéine G inhibitrice

Gs: Protéine G stimulatrice

IDE: Insuline degrading enzyme

IL: Interleukine

LCR: Liquide céphalorachidien

LPS: Lipopolysaccharide

MA: Maladie d’Alzheimer

MCI: Mild Cognitive Impairment

MMSE: Mini-Mental State Examination
mPGES: microsomal prostaglandin E synthase
NMDA: N-méthyl-D-aspartate

PA: Potentiel d’action

PG: Prostaglandine

PGE,: Prostaglandine de type E,

PKA: Protéine kinase A

PKC: Protéine kinase C

PLC : Phospholipase C

PLT: Potentialisation a long terme

PLT: Potentialisation a long terme

PP: Perforant path (voie perforante)

PS: Présiniline

RCPG: Récepteurs couplés aux protéines G
SNC: Systéme Nerveux Central

TNF: Tumor necrosis factor

TX: Thromboxane
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INTRODUCTION

|. La Maladie d’Alzheimer (MA)

La maladie d’Alzheimer (MA) décrite pour la premiere fois par Alois Alzheimer en
1907 (Alzheimer, 1907 ; Stelzmann et al., 1995) est une maladie neurodégénérative qui altere
les fonctions cognitives et la mémoire conduisant progressivement a une demence. La MA est
la forme la plus commune de démence diagnostiquée chez les personnes de plus de 65 ans. En
France, le nombre de patients Alzheimer a été évaluée a 850 000 en 2009 (Etude PAQUID,
Dartigues et al., 1991; Dubois, 2009). Une projection récente fait état de 1,2 millions de
personnes atteintes a I'horizon 2020. Aux Etats-Unis, une personne sur neuf agée de plus de
65 ans souffre de la MA, et ce chiffre atteint une personne sur trois chez les personnes agées
de plus de 85 ans (Hebert et al., 2003). Basée sur 1’dge d’apparition des symptdmes, la
maladie d’Alzheimer peut étre classifiée en deux formes : MA précoce (apparition avant 65
ans ; formes familiales) et MA tardive (apparition aprés 65 ans ; formes sporadiques). La
forme précoce de la maladie compte pour 1 a 5 % des cas alors que la forme tardive compte
pour plus de 95% des cas. D’un point de vue clinique, les deux formes ne peuvent pas étre

distinguées, cependant la forme précoce progresse beaucoup plus rapidement.

A. Progression de la MA au niveau clinique

La MA est caractérisée par une phase préclinique asymptomatique qui évolue sur
plusieurs années (Mayeux, 2010 ; Figure 1). Durant cette phase préclinique, les patients
présentent des amnésies rétrogrades mineures et se plaignent d’une diminution des fonctions
cognitives (Grober et al., 2008; Rabin et al., 2009; Albert, 2011). Cette phase préclinique est
considérée comme asymptomatique puisque les déficits ne sont pas assez importants pour étre
détectés par les tests standards comme le MMSE (Mini-Mental State Examination ; Folstein et
al., 1975).

Les patients entrent ensuite dans une phase de troubles cognitifs légers (i.e MCI :Mild

Cognitive impairment) ou les premiers déficits cognitifs deviennent détectables en absence de

12



signes de démences. Le patient peut aussi présenter des troubles non-cognitifs comme

I’isolement social ou la dysphorie (Forstl and Kurz, 1999).

Diagnostic

l Temps (années)

1o 10

Troubles cognitifs
légers (MCI)
MMSE 24-30

| Maladie d’Alzheimer
légere

MMSE 20-23
* Déficits de mémoire \

isolés
Maladie d’ Alzheimer

+ Perte de mémoire &

» Fonctions cognitives urtt modérée
court terme
normales MMSE 10-19
. * Questions répétitives
Fonction Q P
cognitives + Troubles du * Progression des

raisonnement déficits cognitifs
* Désorientation + Troublesa - -
temporelle I’exécution de Maladie d’Alzheimer
tiches quotidiennes severe
MMSE 0-9

« Perturbation du
comportement

« Dépendance totale
pour s’habiller, se
nourrir, se laver,. ..

Figure 1. Progression clinique de la maladie d’Alzheimer.

MMSE = Mini-Mental Status Examination

(Modifié d'aprés Petrella et al., 2003)

Ces troubles sont décrits comme légers puisqu’ils n’interférent pas dans les activités
de la vie quotidienne (Katz et al., 1963; Robert et al., 2010). Il existe plusieurs types de MCI :

MCI amnésique, MCI non amnésique atteignant un domaine cognitif autre que la mémoire
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(langage, domaine visuo-spatial, ...), MCI amnésique a déficits cognitifs multiples. Parmi ces
trois types de MCI, celui de type amnésique a le plus fort pourcentage de risque de se
convertir en MA (80% sur environ 6 ans; Petersen et al., 2001). Le stade MCI de type

amnésique est donc considéré comme 1’étape prédémentielle de la MA.

L’entrée dans la phase intermédiaire de la MA s’accompagne d’une progression de
I’amnésie rétrograde, les patients commencent a perdre contact avec leur présent et ne
conservent que les souvenirs les plus lointains (Beatty et al., 1988). Le patient éprouve des
difficultés a reconnaitre ses amis et sa famille. La perte du sens de 1’orientation, de la situation
dans le temps et I’espace conduit a une dépendance pour de nombreuses activités

quotidiennes.

Lors de la phase avancée de la MA, le patient perd presque toutes ses facultés
cognitives, les souvenirs les plus anciens disparaissent. Le patient est dans 1’incapacité de
communiquer de fagon verbale ou de prendre soin de lui-méme. Les capacités motrices sont
presque nulles et nécessitent un alitement et souvent une entrée dans un établissement
spécialisé. Tres souvent le patient développe aussi des troubles psychiatriques, comme la
paranoia, des hallucinations ou un comportement agressif (Doody et al., 1995). Cette phase se
termine par le déces du patient qui intervient en moyenne 5 ans apres le diagnostic initial
(Larson et al., 2004).

Les criteres pour le diagnostic des démences dues a la MA sont relativement codifiés
(McKhann et al., 2011). Tout d’abord, la démence est diagnostiquée par la présence de
déficits au niveau de la mémoire. Le diagnostic de la démence due a une probable MA est
réalisé par l'exclusion de toutes les autres causes possibles (démence a corps de Lewy,
démence vasculaire, aphasie progressive primaire, démence frontotemporal, ...) et il est
important de souligner qu'a I'neure actuelle, le diagnostic définitif de la MA est effectué

uniquement post-mortem, basé sur un examen de marqueurs neuropathologiques.

B. Caracteristiques histo-pathologiques de la MA

Les changements morphologiques dans le systéme nerveux central (SNC) associés a la
MA sont une forte atrophie corticale, une dégénérescence neuronale, une altération des

connections synaptiques. D’un point de vue cellulaire, la maladie d’Alzheimer se caractérise

14



par un dép6t anormal de protéine 8 amyloide au niveau extracellulaire (plaques amyloides) et
une accumulation de la protéine Tau au niveau intracellulaire (dégénérescences

neurofibrillaires ; Selkoe, 2002 ; Figure 2).

Plaques amyloides Dégénérescences
neurofibrillaires

Figure 2. Caractéristiques cellulaires de la maladie d’Alzheimer

(Modifié d’apres Blennow et al., 2006)

1. Hypothése amyloide : processus protéolytique d’APP

Les dépdts amyloides sont des dépots extracellulaires d’un peptide de 4 kDA, le
peptide amyloide (AR). Ce peptide est formé dans les conditions physiologiques par clivage

de la protéine précurseur de I’amyloide (i.e amyloid precursor protein : APP ; Figure 3).
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La protéine APP est une protéine transmembranaire exprimee ubiquitairement avec
une tres forte expression dans le cerveau et le rein (Selkoe, 1994). Cette protéine possede un
court domaine cytoplasmique et un grand domaine extracellulaire dont les fonctions précises
en conditions physiologique sont mal connues. Cependant certaines études montrent que
I’ APP pourrait jouer un role dans le trafic axonal (Gunawardena and Goldstein, 2001; Kamal
et al., 2001), le transport vésiculaire (Kamal et al., 2001), la motilité cellulaire (Sabo et al.,
2001; Sabo et al., 2003) et la modulation des fonctions synaptiques (Kamenetz et al., 2003).
L’expression de I’APP est ubiquitaire et I’épissage différentiel de I’ARNm codant pour 1'APP
conduit a différentes isoformes dont trois sont majoritaires dans le cerveau: APP695
(neurones), APP751 et APP770 (cellules gliales). Cette protéine peut étre sécrétée ou rester
ancrée a la membrane. La forme ancrée a la membrane est largement majoritaire puisqu’elle
représente environ 90% de I’APP totale. L’APP ancrée peut subir plusieurs clivages
protéolytiques. Il existe trois principaux sites de clivage de I’APP impliquant un systéme
enzymatique différent nommé sécrétase puisque la plupart des produits de ces clivages sont
sécrétés (Mattson, 1997; Nunan and Small, 2002). Ces trois différentes sécrétases sont 1I’a-
sécrétase, la B-sécrétase et la y-sécrétase. Les différentes étapes du clivage de I’ APP s’opérent

dans des compartiments cellulaires différents.
a) a-sécrétase

Le clivage par I’ a-sécrétase se réalise dans le réseau trans-golgien et a la surface
cellulaire. Le clivage a la surface membranaire est majoritaire et conduit a la libération du
domaine extracellulaire des protéines transmembranaires clivées. Parmi les protéines
possédant une activité o-sécrétase, les protéines de la famille ADAM ont particulierement été
étudiées (Asai et al., 2003). Les protéines de la famille ADAM sont des métalloprotéases
transmembranaires possédant un domaine liant le zinc et un domaine de type désintégrine
(Schléndorff and Blobel, 1999). Les protéines ADAM 9, ADAM 10 et ADAM 17 clivent la
protéine APP approximativement au milieu de la région AR, soit juste au-dessus du segment

transmembranaire.
b) R-sécrétase

Le clivage par la B-sécrétase a lieu principalement dans ’appareil de Golgi, les
vésicules de sécrétion et les endosomes. L'isoforme majoritaire dans le cerveau est la BACE 1

(B-site APP Cleaving Enzyme 1) ou Asp2. Cette sécrétase est une protéase a aspartate de la

16



famille des pepsines. Elle comprend un domaine N-terminal catalytique, un domaine
transmembranaire et une queue cytoplasmique. BACE subit plusieurs modifications post-
traductionnelles notamment la formation de trois ponts disulfures, qui différencie BACE des
autres protéases a aspartate et semblerait étre la raison de sa spécificité pour I’APP (Hussain
etal., 1999).

C) y-Sécrétase

Le clivage par la y-sécrétase intervient a la membrane cellulaire, dans les endosomes et
minoritairement dans 1’appareil de Golgi. La y-sécrétase est un complexe enzymatique
protéolytique composée de quatre sous-unites: la préseniline (PS), la nicastrine, APH-1
(anterior pharynx-defective 1) et PEN-2 (presenilin enhancer 2). PS, la sous-unité catalytique
a deux homologues (PS1 et PS2). Les deux PSs sont clivées en cours de maturation par un
mécanisme endoprotéolytique pour former un hétérodimére composé d'un fragment N-
terminal et d'un fragment C-terminal (PS-NTF/PS-CTF) (Barthet et al, 2012). La y-sécrétase
est une protéase intramembranaire qui clive de nombreuses protéines transmembranaires de
type | (c.a.d. ayant une extrémité C-terminal intracellulaire) au niveau de leur segment
transmembranaire. Cette protéolyse scinde le substrat en deux produits : un domaine
intracellulaire libéré dans le cytosol et un peptide correspond a la partie N-terminal du

substrat clivé, dans le cas de I'APP, le peptide amyloide.

d) Voies amyloidogéniques et anti-amyloidogéniques

Il existe deux voies principales de clivage de la protéine APP par les différentes
sécretases. La voie amyloidogénique qui conduit a la formation du peptide AR et la voie anti-
amyloidogenique qui empéche la formation du peptide AB par clivage de I’APP au niveau de
sa séquence. La formation d’AR nécessite le clivage successif de la protéine APP par la B-
sécrétase puis la y-sécrétase (Haass, 2004), alors que l’autre voie implique un clivage

préalable de la protéine APP par I’ a-sécrétase puis par la y-sécrétase (Figure 3).
(1) Voie anti-amyloidogénique

L’ a-sécrétase clive la protéine APP approximativement au milieu de la séquence AR
conduisant a la production d’un fragment soluble (sAPPa) au niveau extracellulaire et un

fragment carboxy-terminal (0-CTF). Ces fragments sAPPa sont secrétés au niveau
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extracellulaire et le fragment restant aCTF est par la suite clivé par la y-sécrétase pour libérer
un peptide AR tronquée p3 qui ne serait pas pathogene (Haass et al., 1993). La y-sécrétase
génere aussi le "domaine intracellulaire de la protéine APP" (i.e AICD : APP IntraCellular
Domain ; Gu et al., 2001) qui est libéré dans le cytosol et aurait un rdle dans la régulation de

I’expression d’APP, conduisant a une reconstitution du stock d’APP (von Rotz et al., 2004).
(2)  Voie amyloidogénique : production d'AR

Un faible pourcentage de la protéine APP entre dans la voie amyloidogénique, ou elle
est clivée par la R-sécrétase (BACEL; pour revue Vassar, 2004). Ce clivage libére un
fragment soluble appelé sAPPp, et un fragment attaché a la membrane, C99 (ou B-CTF : B
carboxy-terminal fragment). Ce fragment C99 est ensuite clivé par la y-sécrétase entrainant la
formation du peptide AR et de I’AICD (Figure 3, Figure 4). Le peptide AR est considéré
comme un peptide spécifique du cerveau. En effet, bien que son précurseur soit exprimé
ubiquitairement, les enzymes responsables de son clivage ne sont exprimées que dans certains
tissus et dans certains types cellulaires. Par exemple, 1’expression de BACE est spécifique au
cerveau et est produite constitutivement par les neurones (Vassar et al., 1999). La spécificité
régionale de BACE pourrait expliquer le tropisme marqué de la MA pour le cerveau.
Plusieurs variants d’AB existent et dérivent d’un clivage différent de la y-sécrétase. Ces
différents peptides peuvent comporter de 36 a 43 acides aminés. Les 3 formes les plus
présentes sont les formes AR4o (60%), AlRzg (13%) et AR, (13% ; Wiltfang et al., 2002). Dans
une cellule saine, AR4 est 8 fois plus présent qu’AB4, (Gravina et al., 1995). La
caractéristique principale d’AB4, par rapport a A4 est sa plus grande propension a former
des fibrilles d’AB. Cette forme est donc la plus pathogene et impliquée dans la formation de

plaques dans la MA.
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Figure 3. Processus protéolytique de la protéine précurseur de I’amyloide (APP).

Les fléches horizontales représentent les sites spécifiques de clivage d’APP par les protéases.
Dans la voie amyloidogénique, le clivage séquentiel de la protéine APP par la B-sécrétase et la
y-sécrétase libére un fragment soluble extracellulaire d’APP (SAPPB), un domaine
intracellulaire carboxy-terminal de la protéine APP (AICD) et le peptide AB. Le clivage de
I’APP par I’a-sécrétase dans la voie anti-amyloidogénique empéche la formation d’AP et
génére a la place un fragment soluble extracellulaire d’APP (SAPPa), un AICD et le peptide
p3. Dans les deux voies, la y-sécrétase clive un fragment carboxy terminal d’APP (a- ou f-
CTF ; Modifié d’apres Sheng et al., 2012)

2. Le peptide AR
a)  Role(s) d’Ap

Dans des conditions physiologiques, le peptide AR est retrouvé a des concentrations
faibles dans le liquide céphalorachidien (LCR) et le plasma suggérant qu’ A pourrait avoir un
role physiologique. AR est un peptide produit au cours du métabolisme neuronal mais sa ou
ses fonction(s) physiologique(s) sont tres mal connue(s). AB pourrait moduler 1’activité
synaptique en étant libéré au cours d’une forme de plasticité a long terme (Kamenetz et al.,
2003) et sa concentration cérébrale est proportionnelle a ’activité synaptique (Bero et al.,
2011). D'autre part, des concentrations physiologiques d’AR modulent de fagon positive la
potentialisation a long terme (PLT) dans I’hippocampe (Puzzo et al., 2008). D’autres roles

physiologiques d’AB ont été mis en évidence, notamment un rdle bénéfique dans la réponse
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au stress et a l’infection (Giuffrida et al., 2009) et une implication dans 1’homéostasie

sanguine (Atwood et al., 1998).

Espace Espace
extracellulaire intracellulaire
APP S———

NH, |

clivage clivage clivage
B-sécrétase a-sécrétase y-sécrétase

} ! L

DAEFRHDSGYEVEHQKLVFFAEDVGSNKGFLIIGLNVGGVVIA Apy
DAEFRHDSGYEVEHQKLVFFAEDVGSNKGFLIIGLNVGGVV APy

Figure 4. Formation du peptide Ap.

Représentation des différents sites de clivage dans la séquence APP pour la formation du

peptide AB. Le site de clivage de la y-sécrétase differe suivant le variant d’AP produit.
(Modifié d’aprés Sheng et al., 2012)

b) Localisation d’AR

La localisation d’AB est encore trés controversée. Un modele propose qu’AR est
retrouvé au niveau extracellulaire ou il est libéré aprés le clivage de I’APP par la B-sécrétase
et la y-sécrétase. Ce modele est soutenu par le fait que les plaques amyloides de la MA sont
extracellulaires, et que I'AR peut étre facilement détecté dans le milieu de culture de cellules
ou APP a été préalablement surexprimé. Neanmoins, plusieurs études montrent que la
quantité d’AB dans le compartiment extracellulaire serait infime par rapport a la quantité
produite et stockée dans les vésicules intracellulaires (Grbovic et al., 2003; Thinakaran and
Koo, 2008).
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C) Mécanismes de clairance et de dégradation d’AR

Une fois produit, AR est rapidement dégradé par trois mécanismes différents: une
dégradation enzymatique, une phagocytose active, et le transport a travers la barriere hémato-
encéphalique.

Plusieurs enzymes capables de dégrader I’AB ont été identifiées mais seules certaines
sont capables d’avoir un rdle biologique in vivo, notamment I’'IDE (enzyme dégradant
I’insuline : insulin-degrading enzyme). L’IDE est localisée au niveau du cytosol sous forme
soluble, avec une petite fraction liee aux membranes des peroxysomes, endosomes, et a la
membrane plasmique. Elle clive de nombreuses petites protéines qui ont des séquences
différentes mais partagent une propension a former des fibrilles en feuillets B (insulin, AR,
glucagon, ...). L'IDE a une origine soit gliale soit neuronale et clive seulement la forme

monomérique de I’AB extracellulaire et intracellulaire.

Les fibrilles d'AR peuvent se lier a plusieurs récepteurs membranaires a la surface des
cellules microgliales et étre ainsi phagocytées (Lee and Landreth, 2010). L’AB soluble peut
aussi étre internalisé mais la contribution exacte de la microglie et des macrophages dans la
phagocytose in vivo est encore mal connue. L'AR est également détecté dans les endosomes et
les granules lysosomaux des astrocytes suggérant une activité phagocytaire de ces derniers
(Lee and Landreth, 2010).

L'AR est également présent dans le sang et le liquide céphalo rachidien. L'AR est un
peptide polaire et n’est donc pas capable de passer la BHE. Le transport d'AB a travers la BHE
et a travers les vaisseaux sanguins est régulé par des nombreux récepteurs incluant notamment
les récepteurs des produits de fin de glycation des protéines (RAGE : Receptor for Advanced
glycation endproducts; Deane et al. 2003). Les protéines se liant a AR comme
I’apolipoprotéine E (ApoE), qui est nécessaire pour le transport du cholestérol dans la

circulation sanguine, peuvent moduler le transport d’Af a la BHE (Zlokovic, 2011).
d) Augmentation du taux d’A(} et formation de plaques

Dans la MA, les formes sporadiques et familiales ont pour caractéristiques communes
une augmentation de la production du peptide AR (principalement Af4,) et la formation de
plagues amyloides (Blennow et al., 2006). Néanmoins les mécanismes responsables de
I’accumulation d’AB4, par rapport a 1’AB4 restent mal connus. Dans le cas de la forme

familiale, 1’augmentation de la production d’AB4, provient de mutations dans le géne APP et
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dans les genes codant pour les enzymes responsables du clivage de la protéine APP (Coulson
et al., 2000). Dans le cas des formes sporadiques possédant 1’alléle ApoE4, la production et le
clivage d’APP semblent normaux, néanmoins des études montrent que certains mécanismes
de dégradation d’AR sont défectueux (Kim et al., 2009) comme la capacité phagocytaire des
cellules microgliales (Fiala et al., 2005) ou encore une diminution de I'expression et de
I’activité de 1’enzyme dégradante IDE (Cook et al., 2003). Enfin I’augmentation de la
production d’ Al pourrait venir de I’augmentation de 1’activité de BACE (Yang et al., 2010).

L'accumulation pathologique d’AB conduit a son agrégation en oligomeéres puis en
fibrilles pour enfin se déposer au niveau extracellulaire et former des plagues amyloides. Les
oligomeres d’AB ainsi que les plaques amyloides sont généralement considérés comme les
substrats moléculaires des altérations neuronales dans la MA. Ainsi les oligomeres d’Al
semblent étre a 1’origine de déficits post-synaptiques notamment par des interactions avec de
nombreux partenaires synaptiques dont les récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate ;
Shankar et al., 2007). Les oligomeéres d’AB semblent également étre a 1'origine d’autres
caractéristiques pathologiques de la MA comme 1’hyperphosphorylation de la protéine Tau, la
production de dérivés oxydatifs de I’oxygene, et la mort neuronale (Lambert et al., 1998;
Ashe and Zahs, 2010).

La formation de plaques amyloides dans le tissu cérébral s'accompagne d'une réaction
inflammatoire importante dans la pathogénicité de la MA. Il existe deux types de dépbts

amyloides, les plaques primitives et les dép6ts diffus:

- Les plaques primitives sont des dépdts sphériques de quelques dizaines de um de
diamétre dont le centre est constitué d’Al sous forme fibrillaire. Le coeur est entouré
de prolongements neuronaux en dégénérescence (axones et dendrites dystrophiés)
formant les plagues séniles, ou plaques neuritiques. Ces plaques sont entourées de
cellules microgliales et astrocytes actives (Ishizuka et al., 1997; Xia et al., 1998).

- Les dépdts diffus sont des dépdts volumineux de quelques centaines de pm de
diamétre mal délimité avec un aspect "cotonneux". Ces dépots d’AB ne sont pas
entourés de neurones en dégénérescence ou de cellules gliales activées. Ces dép6ts
diffus sont retrouvés au cours du vieillissement normal et sont considérés comme non

pathogénes (Masters et al., 1985).

Les altérations synaptiques caractéristiques de la MA (changement de morphologie et

diminution du nombre de synapses) sont le plus fortement observées au voisinage des plaques
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amyloides (Koffie et al., 2009). Les plaques amyloides pourraient servir de "réservoir"”
d’oligomeres solubles d'ARB car il existe un équilibre dynamique entre la forme agrégée et la
forme soluble (Martins et al., 2008). Ce mécanisme pourrait ainsi rendre compte du tropisme
observé pour les altérations synaptiques au voisinage des plaques. D'autre part, les plaques
amyloides constituent des foyers neuroinflammatoires importants par le recrutement de
cellules gliales qui amplifient la neuroinflammation en libérant des facteurs deléteres pour les
neurones (Veerhuis et al., 1999; Lue et al., 2001; Gibbons and Dragunow, 2006; Block et al.,
2007).

3. Hyperphosphorylation de la protéine Tau intracellulaire

La deuxiéme caractéristique histo-pathologique de la MA est I’hyperphosphorylation
d’une protéine du cytosquelette, la protéine Tau. L’accumulation de la protéine Tau
hyperphosphorylée dans les neurones est une étape clé dans la pathogénese de la MA. Bien
qu’il semblerait que 1I’implication de la protéine Tau dans le développement de la MA se
déroule en aval de la production d’AB (Lewis et al., 2001; Rapoport et al., 2002), les déficits
cognitifs et la dégénérescence neuronale apparaissent mieux corrélés a la protéine Tau qu'a
I'AR (Arriagada et al., 1992; Karran et al., 2011).

La protéine Tau appartient a la famille des protéines associées aux microtubules
(Microtubule-associated proteins : MAP). Elle est principalement exprimée dans les neurones
ou elle joue un réle important dans 1’assemblage des monomeres de tubuline en microtubules
qui participent au cytosquelette. En régulant 1’assemblage des microtubules, la protéine Tau
module ’organisation fonctionnelle des neurones et particulierement la morphologie, la
croissance et la polarité axonale (Buée et al., 2000). La protéine Tau posséde plusieurs sites
de phosphorylation et les propriétés de liaison aux microtubules de Tau sont dépendantes de
son état de phosphorylation. La phosphorylation de la protéine Tau entraine une diminution
de son affinité pour les microtubules alors que I’absence de phosphorylation augmente cette
affinité. Dans la MA, la protéine Tau hyperphosphorylée s’accumule et forme des agrégats
entrainant une déstabilisation des microtubules et donc du cytosquelette. Cette instabilité de

I’architecture du neurone entraine sa dégénérescence (Figure 5).
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Figure 5. Formation des dégénérescences fibrillaires par hyperphosphorylation de la
protéine Tau.

La protéine Tau est phosphorylée par la glycogéne synthase kinase 3 (GSK-3p) et par une
kinase dépendante de la cycline (cdk5) et sa sous-unité activatrice p25.
L’hyperphosphorylation de la protéine Tau entraine une déstabilisation des microtubules et la

formation de filaments hélicoidaux qui vont s’agréger en provoquant une dégénérescence
neurofibrillaire. (Modifié d'aprés Querfurth and Laferla, 2010)

Dans "I’hypothése amyloide", la mort cellulaire et I’hyperphosphorylation de la protéine Tau
sont des conséquences de I’accumulation d’AB. Le lien de causalité entre I’accumulation d’ A3
et les agrégats de Tau est encore tres controversé. In vitro AR induit la phosphorylation de
Tau, mais Tau peut aussi former des agrégats en absence de pathologies liées a I'AR comme
par exemple dans les tauopathies (démence fronto-temporale ; Ballatore et al., 2007). Dans les
modeéles murins amyloides de la MA qui ne développent pas de dégénérescences
neurofibrillaires, la suppression de la protéine Tau endogéne diminue la toxicité induite par
I'AR par des mécanismes encore mal connus (Roberson et al., 2007; Ittner et al., 2010;
Roberson et al., 2011). Il n'existe que trés peu de données concernant des effets éventuels de

la protéine Tau concernant la physiologie et la fonctionnalité synaptique.

24



C. Formes sporadiques et familiales de la MA

Deux formes de MA sont décrites : sporadique et familiale. Pour la forme sporadique,
les causes sont largement inconnues méme si certains travaux font état d'une susceptibilité
génétique (Saunders et al., 1993; Farrer et al., 1997; Lambert and Amouyel, 2007). En
revanche la forme familiale est une forme héréditaire pour laquelle des mutations dans
certains genes ont été clairement identifiées (Kang et al., 1987; Schellenberg et al., 1992;
Levy-Lahad et al., 1995; Tang and Gershon, 2003). Les cas de forme familiale sont tres rares
(environ 5% des cas décrits) et n’ont été identifiés que dans un petit nombre de familles ou
plusieurs générations ont été affectées. La forme sporadique est tres largement majoritaire

(90-95% des cas) et de nombreux facteurs de risques ont été incrimines.

1. Forme sporadique : facteurs de risques

Age

Le principal facteur de risque de la MA est I’age. La prévalence de la démence est de
moins d’1 % pour les personnes agées entre 60 et 64 ans et ce chiffre augmente de fagcon
exponentielle pour atteindre de 24 % a 33 % pour les personnes agées de 85 ans et plus (Ferri
et al., 2005).

Sexe

L’¢tude PAQUID révele qu'apres 75 ans, la population féminine est notablement plus
atteinte que la population masculine (Dartigues et al., 1991; Dubois, 2009). L’influence du
sexe reste cependant treés controversée puisque ces données peuvent étre liées aux différences
d’espérance de vie entre les hommes et les femmes ainsi que les pathologies associées,
différentes chez les deux sexes. Certaines études suggeérent que la différence de prévalence
homme/femme serait due a un rdle neuroprotecteur des androgénes (Dubal and Wise, 2002)

absent chez la femme (Paganini-Hill and Henderson, 1994).

Antécédents familiaux et génes de susceptibilités

Les personnes ayant un parent, une sceur ou un frere atteint de la MA, présentent 3.5
fois plus de risques de développer la MA (Green et al., 2002). Dans le cas de deux parents de

premier degré atteint de la MA, le risque monte a 7.5 fois plus de risque de développer la MA
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(van Duijn et al., 1991). L’augmentation de prévalence dans le cas d'une parenté au premier
degré peut étre expliquée par la transmission d’un géne de susceptibilité de la MA dont le

plus commun est le gene ApoE4.

Il existe plusieurs génes de susceptibilité pour le développement de la MA. Ces genes
de susceptibilité sont des genes qui ne declenchent pas la maladie a eux seuls mais qui
combineés a des facteurs environnementaux augmentent la prévalence pour la maladie. A ce
jour 19 loci de susceptibilité ont été référencés (Lambert et al., 2013). Le premier gene de
susceptibilité découvert est le géne ApoE qui code pour 1’apolipoprotéine E. Cette protéine est
nécessaire pour le transport du cholestérol dans la circulation sanguine. Il existe trois
isoformes du gene ApoE (e2, e3 et e4). L’isoforme e3 est la plus communément retrouvée
dans la population, €2 et e4 étant beaucoup plus rares. L’isoforme e3 ne semble pas affecter
les risques de développer la MA alors que I’isoforme e2 semble réduire ce risque. L’isoforme
e4 augmenterait significativement le risque de développer la MA. Parmi les personnes
diagnostiquées comme atteintes de la MA, 40 a 65% possedent 1 ou 2 copies du géne ApoE4
(Saunders et al., 1993; Farrer et al., 1997) ce qui en fait le gene de susceptibilité le plus
commun dans les formes sporadiques de la MA.

Diabéte de type 2

L’hyperinsulinémie observée dans le diabéte de type 2 potentialiserait le dépdt de
plaques amyloides dans I'hippocampe et donc a terme sa régression (Qiu et al., 1998). Cette
hypothese est sous-tendue par le fait que I’insuline et I'A3 sont des substrats de 1’enzyme IDE
(Insulin-Degrading Enzyme ; Qiu et al., 1998). En conditions physiologiques, IDE clive
indifféremment 1’insuline et 1'AB. Au cours du diabete de type 2, la quantité d'insuline
augmentant, IDE va privilégier son clivage au détriment de celui I’AB dans 1'hippocampe. Il
en résulte une augmentation d'AR qui entre en compétition avec l'insuline pour ses propres
récepteurs. Avec cette forte dégradation d’insuline et la compétition avec I'Af3 pour la liaison
aux récepteurs, le métabolisme énergétique dans I’hippocampe se retrouve perturbé entrainant

in fine une perturbation des facultés cognitives (Pearson-Leary and McNay, 2012).
Obeésité

Tout comme pour le diabéte de type 2, I’obésité est un facteur de risque pour le
développement de la maladie d’Alzheimer en favorisant la résistance a I’insuline (Kivipelto et

al., 2005). La désensibilisation des récepteurs a I’insuline entraine une diminution du
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métabolisme du glucose dans I"hippocampe pouvant étre a I’origine de troubles cognitifs
(Hoyer et al., 1994; Henneberg and Hoyer, 1995). Néanmoins une étude récente réalisée sur
un modele murin de la MA basé sur la surexpression de la protéine Tau (THY-Tau22;
Leboucher et al., 2013) rapporte que l'obésité potentialiserait des troubles cognitifs

indépendamment de la résistance a I’insuline.

Tabagie

Une consommation quotidienne de 40 cigarettes entre 50 et 60 ans augmente d'un
facteur 2 le risque de développer la MA (Rusanen et al., 2011). Cette prévalence augmentee
est associée a la genération de radicaux libres et/ou a la dégradation du systéme immunitaire
(Traber et al., 2000).

2. Forme familiale : preuves génétiques

Trois génes ont été identifiés comme étant la cause de la MA lorsque étant mutés: PS1,
PS2 et APP. Ces trois génes peuvent contenir une ou plusieurs mutations. La premiere
mutation découverte dans le géne APP (Kang et al., 1987) fut la mutation de Londres (London
mutation ; Goate et al. 1987). Depuis, de hombreuses autres mutations dans le géne APP ont
été découvertes comme par exemple les mutations suédoises (Swedish mutations; Mullan et
al., 1992) dont le résultat final est une augmentation du clivage de la protéine APP par la -
sécrétase conduisant a une augmentation de la synthése du peptide AR (Citron et al., 1992;
Suzuki et al., 1994). Les mutations des génes codant pour les présénilines (PS1 et PS2), sous-
unités catalytiques du complexe y-sécrétase, sont aussi responsables de formes familiales
(Schellenberg et al., 1992; Levy-Lahad et al., 1995). Les mutations sur les génes PS1 et PS2
sont plus nombreuses que sur le géne APP (environ 20 pour APP contre pres de 200 pour PS1
et PS2; Tang and Gershon, 2003). Les mutations ponctuelles sur les genes PS1 et PS2
perturbent le clivage d’APP et augmentent la production de la forme AR, (Duff et al., 1996;
Price and Sisodia, 1998).

D. Modéles murins de 1a maladie d’Alzheimer

Afin d’étudier la MA, plusieurs lignées de souris transgéniques basées sur les formes

familiales de la MA ont été développées, soit par une seule mutation dans le géne APP ou par
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une double mutation dans le géne APP et dans le géne PS1. Ces modeles murins expriment le
géne APP avec une mutation familiale sous le controle d’un promoteur exogéne trés actif ce

qui conduit & une surexpression de la protéine APP.

La premiere approche a été ’utilisation d’un promoteur PDGF (facteur de croissance
dérivé des plaguettes, i.e Platelet-derived growth factor) pour exprimer un transgéne APP
contenant une mutation familiale de la MA (Games et al., 1995). Ce promoteur est fortement
exprimé dans le SNC et entraine une forte expression de transgénes dans les neurones. Chez
ces animaux, le taux d’ARNm codant pour I'APP est multiplié¢ par un facteur 18 et celui d'AB3
par un facteur 10. Les plaques amyloides apparaissent entre 6 et 9 mois pour connaitre une
forte augmentation entre 12 et 15 mois (Reilly et al., 2003). En parallele, ces animaux
développent des déficits cognitifs et une perte synaptique dans I'hippocampe (Chen et al.,
2000; Dodart et al., 2000).

Une des lignées transgéniques les plus utilisées, la Tg2576, est basée sur la
surexpression d’un transgéne APP humain contenant la mutation suédoise de la MA
(K670N/M671L) sous le contréle d’un promoteur prion de hamster (Hsiao et al., 1996). La
souris Tg2576 surexprime I’APP humaine jusqu’a six fois le taux normal. Les plaques
amyloides sont clairement visibles & 13 mois et des déficits mnésiques comme la mémoire
spatiale mesurée par le test de la piscine de Morris, apparaissent a partir de 9 mois. Il est
important de noter que la surexpression seule d’ APP sauvage est sans effet et que les modeéles
transgéniques utilisent un promoteur fort pour surexprimer APP muté. En raison des différents
roles de 1'APP dans le systéme nerveux, la question s’est posé de savoir si les déficits
cognitifs et comportementaux observés dans les souris transgéniques étaient dus a la
pathologie liée a la mutation familiale et a la production accrue d'AR, ou simplement dd a une

surexpression massive de la protéine APP.

Pour répondre a cette question et limiter la surexpression d’APP, des lignées "knock-
in" avec introduction de mutation humaine dans le géne murin APP ont été créées. Dans ces
lignées, ’alléle muté est sous le contréle du promoteur natif de I’APP et donc I’expression

d’APP reste a un niveau physiologique.

Les souris simples transgeniques APP développent massivement et tardivement des
plaques amyloides entre 12 et 15 mois (Reilly et al., 2003). Afin d’augmenter la concentration
d’AB4, et donc accélérer 1’apparition de plaques amyloides dans le cerveau, des modéles

doubles transgéniques avec une mutation suédoise d’APP et une mutation humaine de PSI
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(Hu PS1-A246E) ont éte développes (Borchelt et al., 1996). Ces animaux ont été génerés soit
par co-injection de deux plasmides contenant chacun un géne muté soit par injection d’un seul
plasmide contenant les deux génes mutés (stratégie bicistronique; Jankowsky et al., 2001).
Ces souris presentent des plagues amyloides vers 9 mois avec un dépbt massif vers 12 mois
(Borchelt et al., 1997). La mutation PS1-A246E étant faiblement pathogénique, une nouvelle
lignée de souris double transgénique a €té créée en introduisant un variant PS1 hautement
pathogénique le PS1-AE9 (Jankowsky et al., 2001). Ce modeéle de souris APPswe/PS1-AE9
présente un ratio AR4/AR4 élevé. L’apparition des plaques amyloides commence plus tot,
c'est a dire vers 6 mois au lieu de 9 mois pour la souris APPswe/PS1-A246E (Jankowsky et
al., 2004). Toujours dans le but d’accélérer 1’apparition des dépdts amyloides et d'augmenter
le ratio AR4/AR4 en faveur d'AR4,, une lignée de souris quintuple transgénique possédant
trois mutations APP (mutation suédoise, Floride et Londres) et deux mutations PS1 a été créée
(Oakley et al., 2006). Ces souris présentent des plaques amyloides et une gliose dés I'adge de 2
mois, suivi d'une perte de marqueurs synaptiques, de troubles cognitifs et d'une mort
neuronale (Oakley et al., 2006). Il convient de remarquer que ces souris transgéniques, bien
qu’utiles pour la compréhension des effets de 1’accumulation d’AB et de 1’implication des
plaques amyloides dans la physiopathologie de la MA ne développent pas I'un des signes

cardinaux de la MA, des dépots intracellulaires de la protéine Tau hyperphosphorylée.

Sur ce constat, une lignée de souris triple transgénique a été créée et présente la
mutation suédoise sur le gene codant pour la protéine APP, la mutation PSlyisv €t la
mutation sur le géne codant pour la protéine Tau (TAUpz01. ; Oddo et al., 2003). Cette lignée
exprime donc APP et Tau mutés a partir de transgénes exogenes combinés a 1’expression de
PS1 muté endogene. Les plagues amyloides sont observées a partir de 6 mois et les dépots
intracellulaires de Tau sont observés a partir de 12 mois. Ces souris développent des
dysfonctionnements synaptiques au cours du temps ainsi que des déficits dans la mémoire
spatiale (Billings et al., 2005). Néanmoins ces lignées de souris restent tres controversées
puisque chez I’homme, les formes familiales de la MA ne possédent pas de mutations sur le
géne codant pour la protéine Tau. Pour cette raison I’utilisation de souris mutées sur les génes
APP et/ou PS1 semble plus proche de la pathologie humaine méme si I'ensemble des

symptdmes de la MA n'est pas observé.
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E. Stratégies cliniques

A ce jour, il n'existe aucun traitement curatif de la MA. En revanche de nombreuses
pistes pour des traitements symptomatiques sont proposées: modulation de la
neurotransmission excitatrice, ciblage de la protéine Tau ou du peptide AR, modulation de
I’homéostasie calcique, stratégies anti-inflammatoires (pour revue Anand et al., 2014). Dans
ce chapitre nous avons décidé de nous intéresser plus particulierement a la modulation de la
neurotransmission car a ce jour les seuls traitements autorisés en clinique humaine ciblent ces
mécanismes. Les seules molécules autorisées dans ce cadre par I'US Food and Drug
Administration (FDA) sont des inhibiteurs de I'acétylcholinestérase (AChE) et un antagoniste

non compétitif des récepteurs glutamatergiques de type NMDA, la mémantine.

L’utilisation d'inhibiteurs de 1'AChE est basée sur "lI’hypothése cholinergique du
vieillissement"” (Bartus et al., 1982). D’aprés cette hypothése, une perte massive de la fonction
cholinergique dans le SNC est a I’origine des symptémes cognitifs associés a la MA. Les
inhibiteurs de 'AChE diminuent la dégradation de I’acétylcholine dans la fente synaptique et
restaurent ainsi partiellement la neurotransmission cholinergique. Dans I'hippocampe, les
récepteurs cholinergiques sont exprimés dans les neurones principaux et les interneurones
inhibiteurs aussi bien au niveau présynaptique que postsynaptique. L’augmentation de la
concentration d’acétylcholine va permettre de retrouver, de fagon limitée dans le temps, une
certaine fonctionnalité modulatoire du systeme cholinergique déficient dans la MA (Drever et
al., 2011).

La neurotransmission glutamatergique est également impactée dans la MA mais a des
stades plus tardifs. Les neurones glutamatergiques jouent un r6le clé dans la plasticité
synaptique, la cognition, la mémoire et 1’apprentissage. Un "cycle du glutamate" entre les
éléments pré et postsynaptiques ainsi que les astrocytes détermine la concentration de
glutamate disponible pour les récepteurs. Dans la MA, ce cycle peut étre perturbé a de
multiples niveaux et entrainer une augmentation délétere de glutamate extracellulaire
responsable d'excitotoxicité (Revett et al., 2013). Certaines études suggérent que 1’activation
des récepteurs NMDA entraine la production d’AB qui en retour se lie et active les récepteurs
NMDA (Dinamarca et al., 2012; Revett et al., 2013). La mémantine est un antagoniste non
compétitif des récepteurs NMDA qui agit en se fixant sur la configuration ouverte du canal

c'est a dire activée par la liaison du glutamate. L'augmentation tonique de la concentration de
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glutamate observée dans la MA active de maniere continue les récepteurs NMDA ce qui
provoque un flux entrant de calcium dans les neurones et une excitotoxicité. La mémantine
permet de bloquer [D’activation persistante des récepteurs NMDA responsable de
I'excitotoxicité mais ne bloque pas ou peu une forte activation résultant d'une activité

électrique de type potentiel d'action (PA).

Le role des récepteurs de la sérotonine (5-HT) et de la transmission serotoninergique
dans la MA a été étudié suite a 1’observation d'une trés forte diminution du nombre des
récepteurs 5-HT et de la densité des neurones positifs a la seérotonine dans le cerveau de
patients atteints de la MA (Reynolds et al., 1995). Les récepteurs 5-HT sont exprimés dans les
neurones glutamatergiques, cholinergiques et GABAergiques ce qui indique que l'innervation
sérotoninergique est capable de moduler le fonctionnement des autres systéemes de
neurotransmission (King et al., 2008). De nombreux composés sérotoninomimétiques déja
utilisés en clinique humaine sont étudiés dans le cadre de la MA comme monothérapie ou
associes aux inhibiteurs de I'AChE pour leurs capacités a restaurer certaines facultés
cognitives, les antagonistes 5-HT6 (Hirst et al., 2006) ou les agonistes 5-HT4 (Shen et al.,
2011).

1. Neuroinflammation

En parallele des deux signes cardinaux, i.e. présence de plaques amyloides et
hyperphosphorylation de la protéine Tau, la maladie d’Alzheimer s'accompagne d'une forte
composante inflammatoire cérébrale principalement localisée dans le cortex préfrontal et
I'nippocampe (Heneka and Obanion, 2007; Tan et al., 2007; Meraz-Rios et al., 2013a).

A. Neuroinflammation

La neuroinflammation est définie comme I’activation du systéme immunitaire inné
cerébral en réponse a une lésion directe du tissu cérébral comme un traumatisme cranien ou
une ischémie, a la pénétration d'agents pathogenes de type viral ou bactérien issus de la
périphérie ou encore a des molécules inflammatoires du soi. La neuroinflammation se

caractérise notamment par une forte activation des cellules gliales, astrocytes et microglie, qui
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en réponse produisent et libérent une myriade de molécules inflammatoires comme des
cytokines pro-inflammatoires (IL-18, IL-3, IL-6, IL-11 et TNFa), des chémokines, des
facteurs du complément et des prostanoides (Eikelenboom et al., 1994). Dans les cas sévéres,
la neuroinflammation peut s'accompagner d'une destruction partielle voire totale de la barriére
hémato-encéphalique avec une pénétration consécutive de leucocytes infiltrants. Les maladies
neurodégénératives s'accompagnent d'une neuroinflammation dont le Primum movens est
difficile a déterminer avec certitude. Dans le cas de la MA, des données in vitro suggeérent que
I'AR pourrait initier une réaction neuroinflammatoire via les cellules microgliales et les
astrocytes (Mrak et al., 1996; Akiyama et al., 2000; Lindberg et al., 2005).

B. Neuroinflammation et MA

La neuroinflammation est considérée depuis une dizaine d'années comme une
caractéristique pathologique importante de la MA (Akiyama et al, 2000; Mrak and Griffin,
2005, Heneka 2006; Wyss-Coray 2006; Heneka and Obanion 2007). La découverte de
Iimportance de la composante neuroinflammatoire provient essentiellement de données
épidémiologiques rapportant une prévalence diminuée de 40 a 70% chez des patients traités
chroniquement par des anti-inflammatoires non stéroidiens pour d'autres pathologies comme
I'arthrite rhumatoide (McGeer et al., 1996; in t” Veld et al., 2001; Breitner and Zandi, 2001).
Sur le plan moléculaire, la présence de plaques amyloides et les agrégats de protéine Tau vont
recruter les cellules microgliales et les astrocytes qui libérent a leurs tours des médiateurs
inflammatoires. L'activation chronique et prolongée de ces cellules va entrainer la destruction
des neurones adjacents notamment par la libération de produits toxiques comme les dérivés
réactifs de 1’oxygeéne (i.e Reactive Oxygen Species, ROS), I’oxyde nitrique (NO), et les
enzymes protéolytiques (Akiyama et al, 2000; Mrak and Griffin, 2005, Heneka 2006; Wyss-
Coray 2006; Heneka and Obanion 2007). De plus ces médiateurs inflammatoires vont en
retour augmenter la production d’APP ainsi que son clivage favorisant ainsi la production
d’AB4, (Sastre et al., 2003, 2006). L’AB produit va activer 1’expression de cytokines
inflammatoires dans les cellules gliales contribuant ainsi a la genese d'un cercle vicieux
(Griffin et al., 1998; Lindberg et al., 2005).
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1. Les acteurs de la neuroinflammation : microglie et astrocytes
a) Microglie

Les cellules microgliales sont les cellules cérébrales de I'immunité innée et sont a la
fois les sentinelles et la premiére ligne de défense du cerveau. Les cellules microgliales
matures dérivent des progéniteurs myéloides primitifs qui peuplent la vésicule vitelline avant
le 8° jour embryonnaire puis migrent ensuite dans le SNC (Ginhoux et al., 2010). Les cellules
microgliales restent sous forme améboide jusqu’au 14° jour ol leur morphologie change pour
se ramifier et devenir des cellules quiescentes. En I’absence de Iésion, les cellules
microgliales ont une distribution uniforme dans la substance grise, ou chaque cellule, a I’aide
de ses nombreux processus, va explorer et inspecter les microdomaines 1’entourant. A la suite
d'un traumatisme, d'une ischémie ou de la pénétration de pathogenes, les cellules microgliales
sont activées. Cette activation se traduit par un fort remaniement morphologique avec une
rétraction de leurs processus, une augmentation de la taille du soma et un retour au phénotype
améboide. Cette modification de phénotype est accompagnée par une prolifération et une
migration de ces cellules vers le site endommagé. Les cellules microgliales vont libérer des
facteurs solubles (cytokines pro-inflammatoires...) pour éliminer 1’élément pathogéne puis

phagocyter les débris et les cellules mortes achevant ainsi la phase d’activation.

Dans la maladie d’Alzheimer, la microglie activée est retrouvée en grande quantité
autour des plaques amyloides (Glenner et al., 1984; Cagnin et al., 2001). In vitro, la microglie
activée est capable de phagocyter le peptide AR mais la présence de fibrilles amyloides n'a pas
pu étre mise en évidence dans le compartiment lysosomal de cellules microgliales dans des
tissus de patients atteints de la MA (Frackowiak et al., 1992; D’Andrea et al., 2004). In vivo
les cellules microgliales seraient donc capables de phagocyter le peptide AR mais seraient
dans I’impossibilit¢ de phagocyter les fibrilles d'AR. En revanche, les macrophages
périphériques recrutés dans le SNC par des cytokines spécifiques sont capables de traverser la
BHE et permettent la phagocytose des peptides amyloides (Wisniewski et al., 1991; Akiyama
et al., 1996).

b) Astrocytes

Les astrocytes sont des cellules macrogliales qui dérivent d’une population hétérogene
de cellules progénitrices dans le neuroépithélium du SNC en développement. Il existe deux

différents types d’astrocytes, les astrocytes protoplasmiques dans la substance grise et les
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astrocytes fibreux dans la substance blanche. Chaque astrocyte occupe un microdomaine
spécifique, ou I’arborisation d’une cellule ne se superpose pas avec I’arborisation de la cellule
voisine (Bushong et al., 2002). Les astrocytes sont fonctionnellement connectés entre eux par
des jonctions communicantes formant un immense syncytium glial (un astrocyte peut
contacter jusqu'a 100 000 autres astrocytes; Bushong et al. 2002) dont les fonctions vont de
I'hnoméostasie ionique & la régulation fine de l'activité électrique de différents réseaux
neuronaux (Araque et al., 1999; Perea et al., 2009). Les pieds astrocytaires sont aussi en
contact avec les capillaires sanguins participant ainsi a la formation de la BHE (Kettenmann
and Verkhratsky, 2008). En conditions basales, les astrocytes sont responsables du maintien
de ’homéostasie ionique, I’apport énergétique et la régulation de la transmission synaptique.
L’activation astrocytaire qui résulte d'un stress cérébral provoque une hypertrophie ainsi
qu’une surexpression d’une protéine du cytosquelette, la protéine acide fibrillaire gliale (i.e
GFAP : Glial Fibrillar Acidic Protein ; Panickar and Norenberg, 2005).

Dans les stades précoces de la MA, les astrocytes actives sont principalement localises
dans deux régions : la couche moléculaire du cortex cérébral, et a proximité des plaques
amyloides dans la couche de cellules pyramidales (Nagele et al., 2004). Les astrocytes sont
capables de phagocyter et dégrader I'AR in vitro (Koistinaho et al., 2004). De plus il a été
montré que les astrocytes régulent la fonction de phagocytose de la microglie sur les agrégats
d’AB in vitro et in vivo (Terwel et al.,, 2011). Les astrocytes expriment a leur surface
membranaire des récepteurs capables de lier I’AB comme les récepteurs des produits
terminaux de glycations (i.e RAGEs: Receptor for advanced glycation endproducts), le
récepteur Toll-like de type 4 (TLR4), des proteoglycans,... (Wyss-Coray et al., 2003;
Medeiros and LaFerla, 2013).

Dans les astrocytes activeés, le facteur nucléaire kappa B (i.e Nuclear Factor Kappa B :
NF-kB) controle la sécrétion de chémokines et de molécules d’adhésion favorisant
I’infiltration de lymphocytes périphériques et 1’augmentation de la réponse inflammatoire
(Moynagh, 2005). Ce processus devient un mécanisme d’autorégulation entrainant la
dégénérescence neuronale (Moynagh, 2005; Meraz-Rios et al., 2013b). Les astrocytes activés
peuvent aussi exprimer des facteurs associés a I’inflammation comme le S1008 qui va
entrainer la formation d’excroissances neuritiques et dont I'expression est correlée avec le
nombre de neurites dystrophiques au niveau des plaques amyloides chez les patients atteints
de la MA (Mrak et al., 1996).
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2. Les médiateurs de ’inflammation

Les cytokines constituent une famille de médiateurs inflammatoires et
immunorégulateurs, sécrétées principalement par les cellules effectrices du systeme
immunitaire (Lymphoctes-T, macrophages, Lymphocytes-NK,...) ainsi que par certaines
cellules non-immunitaires (fibroblastes, cellules de Schwann, neurones, cellules gliales). Les
cytokines déclenchent une myriade d'effets biologiques comme la stimulation ou I’inhibition
de la prolifération cellulaire, I’apoptose, la croissance cellulaire, les réponses inflammatoires,
la régulation de I’expression des protéines membranaires (Cavaillon, 2001). La fonction
principale des cytokines est la régulation de la différentiation des lymphocytes T a partir de
cellules indifférenciées. Ces protéines regulatrices comprennent les interleukines, les
interférons, les facteurs de nécrose tumorales (i.e TNF : Tumor Necrosis Factor), et certains
facteurs de croissance. En ce qui concerne la réaction inflammatoire, les cytokines sont
divisées, par raison de simplification (Cavaillon, 2001), en deux groupes distincts, les
cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, TNFa,...) et les cytokines anti-inflammatoires
(IL-4, 1L-11, IL-13). Les cytokines pro-inflammatoires initient la réaction inflammatoire pour
combattre efficacement I’agent pathogéne et les cytokines anti-inflammatoires ont pour but de

résoudre la réaction inflammatoire.

Les concentrations de cytokines pro-inflammatoires comme IL-1(, IL-6, TNFo, sont
tres élevées dans le liquide céphalorachidien et les tissus des patients atteints de la MA
(Blum-Degen et al., 1995; Tarkowski et al., 2002; Mrak and Griffin, 2005; Jiang et al., 2011).
Les modéles animaux surexprimant APP ont permis de déterminer une corrélation entre le
nombre d’agrégats d'Af3 et des concentrations élevées de cytokines inflammatoires. Cette
corrélation pourrait étre expliquée par la réaction inflammatoire chronique visant a retirer les

plaques et autres débris amyloides du cerveau (Town et al., 2005).

1. Médiateurs lipidiques : Les Prostaglandines

Les médiateurs lipidiques (prostanoides, leucotriénes, facteur d’activation plaquettaire)
sont également des médiateurs importants de [l'inflammation. Ils sont produits par le
métabolisme de 1’acide arachidonique. Leur synthése et leur libération sont régulées par les

cytokines inflammatoires (Ivanov and Romanovsky, 2004; Murakami and Kudo, 2004).
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A. Synthése de prostaglandines

Les prostaglandines et les thromboxanes forment la famille des prostanoides. Ce sont
des métabolites de 1’acide arachidonique qui est un acide gras polyinsaturé a 20 atomes de
carbone présent dans les phospholipides constituant les membranes cellulaires. Les
prostaglandines sont des molécules de petite taille, lipophiles produites par une grande variété
de types cellulaires agissant localement de facon paracrine ou autocrine. Elles modulent de
nombreux systemes comme le SNC, le systeme cardiovasculaire, le systeme endocrinien, le
systeme gastro-intestinal, le systeme génito-urinaire ainsi que les systemes respiratoire et
immunitaire (Park et al., 2006). De nombreuses fonctions physiologiques sont attribuées aux
prostaglandines et ces médiateurs inflammatoires peuvent jouer un réle central dans certaines

pathologies comme la maladie d’ Alzheimer.

La synthése de prostaglandines débute par la libération de I’acide arachidonique de la
membrane plasmique par action de I’enzyme phospholipase A2. L’acide arachidonique est
ensuite converti en PGG; puis en PGH, par action enzymatique de la cyclooxygénase (Smith
et al., 2000 ; Figure 6). Le type de prostaglandines ou de thromboxanes synthétisé a partir de
PGH, dépend du type cellulaire dans lequel a lieu la réaction. Les prostaglandines sont
produites de facon ubiquitaire mais généralement un type cellulaire ne produit qu'un ou deux
produits dominants. En condition physiologique, les prostaglandines agissent comme des
médiateurs lipidiques autocrine et paracrine pour maintenir une homéostasie locale. Lors d’un
épisode inflammatoire, la concentration de prostaglandines ainsi que le type de
prostaglandines varient de maniére significative. La production de prostaglandines est
généralement tres faible et augmente immédiatement en cas d’inflammation aigiie avant

méme le recrutement de leucocytes et I’infiltration des cellules immunitaires.

La cyclooxygénase est I’enzyme limitante dans la formation de prostaglandines. Elle
possede trois isoformes appelées Cox-1, Cox-2 et Cox-3 (ou Cox-1b). Cox-1 est généralement
exprimée constitutivement et présente dans de nombreux types cellulaires. Cox-1 est
classiquement considérée comme 1’isoforme principalement responsable de la synthese

homéostatique de prostaglandines.

Cox-2 a été caractérisée au début des années 90 (Simmons et al., 1989; Kujubu et al.,
1991) et posséde 60 % d’homologie de séquences d’acides aminés avec Cox-1 ainsi qu’une

bonne conservation des domaines essentiels pour les fonctions enzymatiques. Cox-2 est
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principalement inductible en réponse a des stimuli inflammatoires et n’est exprimée
constitutivement que dans certains tissus périphériques comme la prostate, les reins ou
I’estomac (Vane et al., 1998). Cox-2 est aussi présente constitutivement dans le cerveau, dans
certains neurones du cortex et de I’hippocampe ou son expression est régulée par les
glucocorticoides et 1’activité synaptique dépendante des récepteurs NMDA (Yamagata et al.,
1993). Cette activité constitutive suggére que Cox-2 est impliquée dans les fonctions
cellulaires. Cox-2 est aussi retrouvée dans d’autres types cellulaires comme la microglie, les
astrocytes et les cellules vasculaires uniquement apres un stimulus inflammatoire (EImquist et
al., 1997; Bauer et al., 1997; Lacroix and Rivest, 1998).

Cox-3 a été découverte en 2002 chez le chien (Chandrasekharan et al., 2002). Cox-3
serait une cible du paracétamol puisque ce composé a un faible effet inhibiteur sur Cox-1 et
Cox-2 mais a quand méme une puissante activité antipyrétique et analgésique. Néanmoins ces
résultats restent trés controversés et le réle fonctionnel de Cox-3 dans le cerveau humain reste

pour I’instant incertain (Kis et al., 2005).

B. Synthése de la prostaglandine de type E, (PGE,)

PGH,, formée a partir de I'acide arachidonique, ne joue pas un réle important dans la
réponse inflammatoire. Elle est le substrat pour des enzymes spécifiques qui vont produire des
prostaglandines plus stables comme la PGE,. Il existe quatre principaux types de
prostaglandines produites in vivo : la prostaglandine de type E2 (PGE,), la prostacycline
(PGLy), la prostaglandine de type D2 (PGD,) et la prostaglandine de type F2a (PGF.q ; Figure
6). La synthése de PGE, a partir de PGH; est réalisée par I’action enzymatique de
prostaglandine synthases (PGES). Il existe trois types de PGES: les PGES microsomales
(mPGES) 1 et 2 et les PGES cytosoliques (cPGES).
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mMPGES-1 est une enzyme a activité dépendante du gluthation associée a la membrane
et fonctionnellement couplée a Cox-2 (Ogino et al., 1977; Jakobsson et al., 1999; Tanioka et
al., 2000). L’expression de mPGES-1 est induite par des stimuli pro-inflammatoires comme
IL-18. mPGES-1 est exprimée dans les neurones pyramidaux de 1’hippocampe (Chaudhry et
al., 2008) et est impliquée dans la synthése de PGE, qui module la transmission synaptique
(Sang et al., 2005). mPGES-1 est exprimée dans la microglie ou elle participe a la production
de PGE; induite par le lipopolysaccharide (LPS ; Ikeda-Matsuo et al., 2005) ainsi que dans les
astrocytes ou elle peut étre induite par 1’application d’ A (Satoh et al., 2000).

MPGES-2 est une enzyme a activité indépendante du gluthation associée a la
membrane et fonctionnellement couplée a la fois a Cox-1 et a Cox-2 (Watanabe et al., 1997;
Murakami et al., 2003). mPGES-2 est constitutivement exprimée dans les neurones corticaux
et de I'hippocampe ainsi que dans la microglie (Ikeda-Matsuo et al., 2005; Chaudhry et al.,
2010).

Enfin les PGES cytosoliques, sont des enzymes a activité indépendante du glutathion
exprimées de facon ubiquitaire et constitutive et fonctionnellement couplées a Cox-1(Tanioka
et al., 2000). Les PGES cytosoliques sont exprimées par les neurones corticaux,

hippocampaux et la microglie (Chaudhry and Dore, 2009).

C. Récepteurs aux PGE,

Il existe quatre sous-types de récepteurs pour PGE, nommés EP1, EP2, EP3, et EP4
(Coleman et al., 1987; Funk et al., 1993; Honda et al., 1993; Regan et al., 1994; Breyer et al.,
1996). Ces récepteurs sont des Récepteurs Couplés aux Protéines G (RCPG) a sept domaines
transmembranaires. En fonction du type de protéine G associé, les récepteurs activent

différentes voies de signalisation intracellulaire (Figure 7).

EP1 a été décrit originellement comme un constricteur du muscle lisse (Coleman and
Kennedy, 1985). L’ADNc cloné de I’EP1 humain code pour un polypeptide de 402 acides
aminés. L’ARNm de I’EP1 est exprimé principalement dans les reins, les muqueuses
gastriques et les tissus surrénaliens (Breyer and Bagdassarian, 2001). EP1 est couplé a la
protéine Gq. L’activation d’EP1 va entrainer une réaction de catalyse du PIP2 en IP3 +DAG

grace a la phospholipase C. L’augmentation d’IP3 va entrainer une augmentation de la
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concentration en calcium. L’ARNm de EP1 est présent dans les cellules parvo- et
magnocellulaire du noyau paraventriculaire de I'hypothalamus, dans les cellules épendymaires
qui bordent le troisieme ventricule, dans 1’aire préoptique et dans la moelle épiniere (Oka et
al., 2000; Nakayama et al., 2004).

EP2 a été caractérisé par sa capacité a causer la relaxation des muscles lisses
(Gardiner, 1986). L’ADNc cloné d’EP2 humain code pour un polypeptide de 358 acides
aminés. EP2 est fortement exprimé dans ’utérus, le foie et la rate et faiblement dans les reins
(Breyer and Bagdassarian, 2001). EP2 est couplé a la protéine Gs. Son activation entraine une
stimulation de 1’adenylyl cyclase qui catalyse la transformation de I’ATP en AMPc. L’AMPc¢
se fixe sur les sous-unités régulatrices de la protéine kinase AMPc dépendante (PKA)
provoquant la libération des sous-unités catalytiques et son activation. Dans le cerveau EP2
est exprimé dans le noyau de la strie terminale, le septum latéral, 1’organe subfornical, le
noyau ventromédian de I’hypothalamus, 1’amygdale centrale, le locus coeruleus, l’aera
postrema, le cortex cérébral, le striatum (McCullough et al., 2004; Zhang and Rivest, 2008) et
I’hippocampe ou il est fortement exprimé dans les neurones pyramidaux et module la

transmission synaptique (Sang et al., 2005).

EP3 a eté originellement identifié comme un constricteur des muscles lisses (Coleman
et al., 1994). EP3 est exprimé dans les reins, 1’utérus, les glandes surrénales et la paroi
stomacale (Breyer and Bagdassarian, 2001). Ce récepteur est unique dans la famille des
récepteurs aux prostaglandines puisqu’il existe des nombreux variants d’épissage, chacun
possédant une séquence unique au niveau de la séquence C terminale. Chaque isoforme
nommes a, B, et y de I’EP3 est couplée a une protéine G différente. Les isoformes EP3a et
EP3p sont couplées a la protéine Gi (Sugimoto et al., 1993). L’activation de ces isoformes
entraine une inhibition de I’adenylyl cyclase provoquant in fine une diminution de ’activité
de la PKA. EP3y est couplé soit a une protéine Gi/o soit a une protéine Gs (Irie et al., 1993,
1994; Breyer et al., 2001). La protéine Gi/o inhibe I’adenylyl cyclase, la protéine Gs a 1’effet
opposé. Dans le cerveau, EP3 est exprimé dans le noyau parabrachial du tronc cérébral, I’aire
préoptique, les cellules épendymaires et les noyaux du raphé pallidus, pontis, magnus et
obscurus (Nakamura and Kaneko, 2000; Engblom et al., 2001). EP3 est aussi exprime dans le
noyau du tractus solitaire sur les afférences vagales (Marty et al., 2008). A I’instar d’EP2, EP3
est exprimé dans I’hippocampe et particulieérement dans les neurones pyramidaux (Nakamura

and Kaneko, 2000; Ek et al., 2000).
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Voie
MAP kinase

Figure 7. Voies de signalisation associées aux différents récepteurs a PGE,

PLC : phospholipase C; PKC protéine kinase C; Ca*": ions calcium; Gs: protéine G
stimulatrice ; Gi : protéine G inhibitrice ; a,pB,y : sous-unités des protéines G ; AC : Adenylate
Cyclase ; ATP : adénosine triphosphate ; AMPc : adénosine monophosphate cyclique ; EP1-
4 : récepteurs aux prostaglandines E2 de type 1 a 4 (endogen prostanoid receptor 1-4) ; PKA :

protéine kinase A.

(Modifie d'apres Breyer et al., 2001; Bos et al., 2004))
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EP4 est un récepteur tres semblable a EP2. Il est aussi caractérisé par sa capacité a
causer la relaxation des muscles lisses. L’ADNc cloné de I’EP2 humain code pour un
polypeptide de 488 acides aminés. Ce récepteur est tres fortement exprimé comparativement a
EP2 et présente une distribution étendue a de nombreux types cellulaires (Breyer and
Bagdassarian, 2001). Comme EP2, EP4 est couplé a la protéine Gs et son activation déclenche
celle de la PKA.

Dans le cerveau, EP4 est exprimé dans 1’aire préoptique, le noyau paraventricualire
magnocellulaire, le noyau supraoptique, le noyau parabrachial, le locus coeruleus, le noyau du

tractus solitaire et la medulla ventrolatérale (Zhang and Rivest, 1999; Shibuya et al., 2002).

D. Fonctions des PGE,

1. Au niveau péripheérique

PGE; est principalement produite au niveau du cceur et des vaisseaux, des reins, du
foie, de I’estomac et des os (Smith, 1989; Park et al., 2006). PGE; participe au maintien de la
pression sanguine systémique. La dérégulation de sa synthése pourrait étre impliquée dans le
développement de 1’hypertension artérielle (Nasjletti, 1998; Kennedy et al., 1999). PGE, peut
jouer un role vasopresseur ou vasodépresseur suivant les récepteurs impliqués
(vasodépresseur : EP2 et EP4 ; vasopresseur : EP3 ; Audoly et al., 1999; Zhang et al., 2000).

A concentration pathologique, PGE, inhibe 1’agrégation plaquettaire alors qu’a
concentration physiologique, 1’effet est potentiateur via le récepteur EP3 (Gray and
Heptinstall, 1991; Ma et al., 2001).

Au niveau des reins, PGE;, contribue au maintien de la perfusion rénale et de la
filtration glomérulaire par son effet vasodilatateur (Villa et al., 1997). PGE; régule le systéme
rénine/angiotensine en inhibant l'effet vasoconstricteur de l'angiotensine Il (Oates et al.,
1988).

Au niveau des os, PGE; (notamment via EP2 et EP4) stimule la production
d’ostéoclastes (Tai et al., 1997; Li et al., 2000; Sakuma et al., 2000) et stimule la résorption
osseuse Vvia le récepteur EP4 (Miyaura et al., 2000).
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Les prostaglandines, notamment PGE;, jouent un réle important dans la reproduction.
Chez la femme, les altérations de la morphologie du follicule précédant 1’ovulation sont
régulées par les prostaglandines (Downs and Longo, 1983) et I’inhibition de la synthése de
PGE; entraine des problémes d’ovulation et de fertilit¢ (Smith et al., 1996). PGE, facilite la

contraction utérine lors de la parturition.

PGE; participe aussi a la carcinogénese dans le colon via le récepteur EP1 (Watanabe
et al., 1999). L’inhibition de Cox-2, et donc de la production de PGE,, bloque la prolifération
de lignée cellulaire cancéreuse (Sumitani et al., 2001).

2. Au niveau du systeme nerveux central

L'expression cérébrale de PGE, a été décrite pour la premiere fois par Samuelson
(1964). PGE; est exprimée dans de nombreuses régions du cerveau comme I’hypothalamus,
I’hippocampe, le tronc cérébral ou encore la moelle épiniére (Coceani and Wolfe, 1965;
Gerozissis et al.,, 1983; Montine et al., 1999). En conditions physiologiques, les
concentrations de PGE; sont assez faibles dans le cerveau de rongeur (Berchtold-Kanz et al.,
1981) mais certains stimuli comme les convulsions cloniques induites par un choc
électroconvuslif ou par administration de convulsivants (Berchtold-Kanz et al., 1981; Seregi
et al., 1981) entrainent une rapide augmentation de cette concentration. Une augmentation de
la concentration de PGE; est également observée dans la maladie d’Alzheimer (Montine et
al., 1999).

PGE; est a la base neurologique de la réponse fébrile dans le SNC (Stitt, 1986; Saper
and Breder, 1994) et I’inhibition centrale de Cox-2 bloque l’effet pyrogéne induit par
I’injection périphérique d’IL-18 ou d’IL-6 (LeMay et al., 1990; Li et al., 2001). PGE; module
I’activité synaptique dans certaines structures du systéme nerveux central comme le cortex,

I’hypothalamus, I’hippocampe ou encore la moelle épiniére.
a) Tronc cérébral

Dans le noyau du tractus solitaire (NTS), PGE, facilite la libération évoquée et
spontanée des vésicules de glutamate (Sekiyama et al., 1995). PGE, facilite la transmission
glutamatergique entre les neurones locaux du NTS via des récepteurs présynaptiques et
déprime les réponses évoquees provenant des afférences vagales en agissant sur des

récepteurs EP3 présynaptiques (Laaris and Weinreich, 2007; Marty et al., 2008). Dans le
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mésencéphale, PGE, déprime I’activité neuronale de la substance grise périaqueducale en
inhibant sélectivement via des récepteurs EP3 présynaptiques des afférences glutamatergiques
(Lu et al., 2007).

b) Hypothalamus

L’administration centrale de PGE, active de nombreuses structures du cerveau
antérieur, notamment certains noyaux hypothalamiques (Lacroix et al., 1996). Dans le noyau
supraoptique, PGE, augmente [I’excitabilit¢é des neurones par deux actions différentes
(Shibuya et al., 2002): un blocage de la libération de GABA par l'activation de récepteurs
présynaptiques EP3 sur les afférences GABAergiques (lbrahim et al., 1999) et une
augmentation de la fréquence de décharge des potentiels d'action dans les neurones
supraoptiques via une activation du récepteur EP4 (Sutarmo Setiadji et al., 1998). Dans I’aire
préoptique, PGE, augmente la fréquence de décharge des potentiels d'action des neurones non
thermosensibles et a I'inverse diminue la fréquence de décharge des potentiels d'action des
neurones thermosensibles (Ranels and Griffin, 2003).

c) Moelle épiniére

Dans la moelle épiniere, PGE, est produite localement apres lésion de tissus
périphériques (Dirig and Yaksh, 1999). PGE; potentialise la perception de la douleur par le
systéme nerveux central en facilitant la transmission de 1’information douloureuse et en
augmentant la perception de la douleur (hyperalgie et allodynie) par des mécanismes encore
mal connus. Dans les couches superficielles de la corne dorsale de la moelle épiniére, PGE;
via des récepteurs EP2 postsynaptiques réduit la transmission glycinergique en inhibant
I’activité des récepteurs glycine strychnine-sensibles (Ahmadi et al., 2002). Dans les
ganglions des racines dorsales, PGE; active des récepteurs EP1 localisés dans les racines
dorsales et entraine une augmentation de la libération de neuropeptides (substance P et CGRP
i.e calcitonin gene-related peptide) dans la corne dorsale. Cette augmentation de la

transmission synaptique est a 1’origine de I’hyperalgie (Nakayama et al., 2004).
C) Hippocampe

Cox-2 est exprimé dans I’hippocampe et peut étre régulé par I’activité synaptique
dépendante des récepteurs NMDA (Yamagata et al., 1993). PGE, régule 1’excitabilité
membranaire des cellules granulaires et des cellules pyramidales de CA1 (Chen et al., 2002;

Chen and Bazan, 2005). PGE; est nécessaire pour la potentialisation a long terme (PLT) a la
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synapse voie perforante-cellule granulaire et inhibe cette PLT a la synapse CA3-CA1 par des
mécanismes dépendant de la PKA et de la PKC (Chen et al., 2002; Chen and Bazan, 2005;
Yang et al., 2009). A la synapse CA3-CA1, PGE, synthétisée au niveau postsynaptique
potentialise la transmission synaptique par action sur les récepteurs EP2 exprimés au niveau

présynaptique (Sang et al., 2005).

E. Implication de PGE, dans la pathogenese de la MA

1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et MA

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des molécules qui inhibent
I’activité des Cox a I’origine de la synthése de prostaglandines. Ces anti-inflammatoires sont
administrés dans nombre de pathologies allant de la céphalée ou d'un épisode fébrile a de
sérieux troubles auto-immuns comme [’arthrose rhumatoide. La composante
neuroinflammatoire de la maladie d’ Alzheimer s'accompagne de la production de nombreuses
molécules inflammatoires au rang desquelles, PGE; joue un réle clé. La découverte du réle
clé de PGE; provient d'une premiére étude épidémiologique établissant que la prévalence de la
MA était plus faible chez des patients traités par AINS de facon chronique pour une arthrose
rhumatoide (McGeer et al., 1990; Beard et al., 1991). D'autres études épidémiologiques
(Stewart et al., 1997; in t” Veld et al., 2001; Lindsay et al., 2002; McGeer and McGeer, 2007)
ont par la suite confirmé ces données et ont montré une réduction de la prévalence de 40 a 70
% de la MA chez des patients traités chroniquement par des AINS pour des pathologies
inflammatoires. Ces données ont conduit a des études cliniques recherchant I'efficacité d'un
traitement par un AINS, I’indométhacine, chez des patients diagnostiqués comme étant
atteints de la MA (Rogers et al., 1993). D’aprés cette étude, la prise journaliére (100 a 150
mg) d’indométhacine entraine une diminution des déficits cognitifs aprés 6 mois de
traitement. Cependant les effets secondaires liés a la prise d’AINS étant mal tolérés par les
patients, cet essai clinique a été arrété. Chez les modeéles murins de la MA, les AINS réduisent
les dépbts amyloides, diminuent certains marqueurs de I’inflammation comme l'activation
microgliale et améliorent les performances cognitives (Lim et al., 2000; Yan et al., 2003;
Morihara et al., 2005). Grace a ces résultats combinés aux résultats épidémiologiques
supportant 1’hypothése d'un role protecteur des AINS dans le développement de la MA,
I’étude ADAPT (Martin, 2008) a été menée pour tester I’efficacité préventive des inhibiteurs

45



sélectifs et non-sélectifs des Cox. Mais cette étude a été arrétée prématurément en raison
d’effets indésirables importants cardiovasculaires. D’autres études cliniques ont été initiées
pour tester les effets des AINS dans la MA ayant pour résultats d’ensemble une absence de

réduction des déficits cognitifs (pour revue McGeer and McGeer 2007).

Afin de minimiser les effets indésirables sur la muqueuse gastro-intestinale, des
inhibiteurs spécifiques de Cox-2 ont été sélectionnés. Le Nimesulide (Aisen et al., 2003), le
rofecoxib (Aisen et al., 2003; Thal et al., 2005) et le celecoxib (Soininen et al., 2007;
Lyketsos et al., 2007) n’ont pas montré d’effets bénéfiques chez les patients diagnostiqués
comme atteints de la MA. Ces études se sont donc révélées décevantes et suggerent que les
AINS ne sont pas de bons outils thérapeutiques pour des stades établis de la MA.

En revanche d’autres études épidémiologiques comme 1’étude de Rotterdam (in t’
Veld et al., 2001) et I’étude de Baltimore sur le vieillissement (Stewart et al., 1997) présentent
un autre point de vue sur la prise d’AINS. En effet, dans ces études la prise sur une longue
période d’ibuprofen et de diclofenac (inhibiteurs non-sélectifs des Cox) montrent un effet
protecteur contre la MA. De plus, I’effet protecteur de ces AINS est proportionnel a la durée
de la prise, avec une protection maximale mesurée apres une prise de plus de 2 ans. Des effets
protecteurs ont aussi €té observes rétrospectivement dans des études comparant la prévalence
de la MA parmi les membres d’une méme famille ou des cohortes "non-familiales”. Ainsi la
prise chronique d’AINS ou de glucocorticoides est associée a une diminution de la prévalence
de la MA ou a une augmentation de 1’dge d'apparition des premiers symptomes chez des
jumeaux ou au sein d’une méme fratrie (Breitner et al., 1994, 1995). L’effet protecteur des
AINS vis a vis de la prévalence est aussi retrouvé pour les cohortes "non-familiales™ (Beard et
al., 1998; Wolfson et al., 2002; Lindsay et al., 2002; Vlad et al., 2008).

Ces résultats montrent que les effets thérapeutiques des AINS varient en fonction du
stade de la maladie. L'inhibition de la réaction neuroinflammatoire dans les stades pré-
cliniques de la pathologie semble diminuer ou retarder le développement de la MA. A
l'inverse diminuer 1’inflammation dans les stades plus tardifs n'a pas d'effets bénéfiques voire
se traduit par une aggravation des symptomes (Breitner et al., 2011; Leoutsakos and Muthen,
2012). L'apparente contradiction avec les effets bénéfiques des AINS observés chez les
modeéles murins de la MA pourrait étre expliquée par le fait que ces modeles reflétent les
phases précoces de la maladie et ne reproduisent ni l'intégralité de I'étiologie de la maladie

chez I'nhomme, ni son évolution. En ce sens, les effets bénéfiques chez les modeles murins
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seraient en accord avec les études épidémiologiques sur la prise d’AINS dans les stades pré-

cliniques.

Un point négatif a prendre en considéeration dans cette stratégie thérapeutique est la
présence d’effets secondaires indésirables inhérents a la prise d’AINS de maniére chronique
chez les personnes agées. Les AINS inhibent I’enzyme Cox et donc bloquent la synthese des
prostaglandines qui participent & de nombreuses fonctions physiologiques. Une nouvelle piste

de recherche consiste donc a cibler directement les récepteurs des PGE..

2. Roles des récepteurs aux PGE, dans la MA

Les AINS inhibent I’activité des Cox a I’origine de la synthése de prostaglandines et
de PGE,. Une prise prolongée d’AINS dans une phase asymptomatique réduit la prévalence
de la MA. Une premiere étude a la fin des années 90 a montré que la concentration circulante
de PGE; était supérieure d'un facteur 10 chez des patients diagnostiqués atteints de la MA
(Montine et al., 1999) suggérant ainsi un réle clé pour cette prostaglandine. En cohérence
avec cette hypothese, la concentration de PGE, augmente en fonction de I'évolution de la
MA ; elle est élevée chez les patients atteints de troubles modérés de la cognition (mild
cognitive impairment, MCI) et croit encore chez les patients aux stades plus tardifs
(Combrinck et al., 2006). De plus la survie des patients montre une corrélation positive avec

un taux élevé de PGE; pour des stades précoces de la maladie (Combrinck et al., 2006).

In vitro PGE; peut avoir des effets opposés: il potentialise la production du peptide AR
(Liang et al., 2005; Hoshino et al., 2007) et induit I’apoptose des neurones de 1’hippocampe
(Takadera et al., 2004) ou il réduit la toxicité d’AB sur des neurones corticaux (Echeverria et
al., 2005). Ces résultats en apparence contradictoires pourraient provenir de la multiplicité des

récepteurs et/ou de la localisation tissulaire du récepteur impliqué.
a) Récepteurs EP2/EP4
(1)  Effets neurotoxiques

La production d’AB joue un rdle important dans la pathogénése de la MA. In vitro,
PGE, augmente 1’expression de la protéine APP par activation des récepteurs EP2 et EP4 ce
qui induit une production accrue d'Al (Pooler et al., 2004; Hoshino et al., 2007). In vivo, la

souris transgénique exprimant la protéine APP mutée (APPsw) et n’exprimant plus EP2
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(APPswe/EP27) ou EP4 (APPswe/EP4™) présente des concentrations d’AB inférieures a la
souris APPswe (Hoshino et al., 2007). Ces résultats obtenus in vitro et in vivo démontrent que
les récepteurs EP2 et EP4 sont impliqués dans la production d’AB et participent donc de la
pathogénese de la MA.

Les dommages oxydatifs cérébraux et 1’¢lévation de la concentration de PGE, sont
deux phénomeénes caractéristiques de nombreuses maladies neurodégenératives dont la MA.
L’activation du systtme immunitaire par 1’injection intra-cérébro-ventriculaire (i.c.v) de
lipopolysaccharide (LPS), un fragment de la paroi des bactéries Gram-, entraine une
augmentation de certains biomarqueurs de peroxydation lipidiques comme les F2-isoprostanes
et les F4-neuroprostanes (Montine et al. 2002). Cette augmentation est bloguée par un
prétraitement aux AINS mais aussi par la délétion du récepteur EP2 montrant ainsi
I’implication de la voie de signalisation de PGE, via EP2 dans les dommages oxydatifs
cérébraux liés au LPS (Montine et al. 2002). La délétion du récepteur EP2 chez la souris
double transgénique APPswe/PS1AE9 induit une réduction de la peroxydation lipidique, une

diminution de I’activité de la B-sécrétase et de la concentration d’AB (Liang et al., 2005).

De nombreux travaux rapportent une dualité fonctionnelle des cellules microgliales
dans la MA: neuroprotecteur par la phagocytose d’AB et neurotoxique par la synthése de
molécules inflammatoires (Block et al., 2007; Lee and Landreth, 2010). In vitro, la
phagocytose d’AR synthétique par des cellules microgliales issues de souris EP27 est
augmentée. Ex vivo la clairance d’AB sur des coupes post-mortem d’hippocampes de
cerveaux de patients atteints de la MA est augmentée par incubation de ces coupes avec des
cellules microgliales EP2” (Shie et al., 2005). Ainsi, la délétion du récepteur EP2 favoriserait
le réle neuroprotecteur de la microglie, au détriment de son réle neurotoxique, en augmentant
la libération de chémokines. Cette hypothése est confortée par la nécessité du récepteur EP2

microglial pour induire une neurotoxicité paracrine (Shie et al., 2005).
(2)  Effets neuroprotecteurs

PGE; via EP2 et EP4 peut aussi avoir un r6le neuroprotecteur. Une étude a montré que
I’activation spécifique des récepteurs EP2 et EP4 diminuait le stress oxydatif et la mort
cellulaire induits par I'Ap par une augmentation de la concentration d’AMPc (Echeverria et
al., 2005). D'autre part, certaines études suggerent que les effets neuroprotecteurs des AINS

pourraient étre indépendants de 1’inhibition des Cox (Lehmann et al., 1997; Tegeder et al.,
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2001; Weggen et al., 2001) et qu'une concentration élevée de PGE, dans les stades précoces
de la maladie serait corrélée positivement a I'espérance de vie des patients (Combrinck et al.,
2006). Ces observations suggerent un réle neuroprotecteur de PGE, dans les phases précoces
de la MA. Le r6le neuroprotecteur de PGE; pourrait étre di a une diminution de 1’apoptose
induite par le TNFa, un des principaux médiateurs inflammatoires neurotoxiques dans la MA,
via les récepteurs EP1, EP2 et EP4 (Lee et al., 2004).

L'activation des récepteurs EP2 et EP4 par des concentrations faibles de PGE; pourrait
avoir également un rdle neuroprotecteur via l'augmentation intracellulaire d’AMPc en
diminuant la production de radicaux libres induite par AR4, (Echeverria et al., 2005). In vitro
Al34 induit 1'expression de facteurs inflammatoires (TNFa, CCL3, iNOS,...) par la microglie,
expression qui est réduite par I'activation du récepteur EP4 qui augmente en outre sa clairance
(Woodling et al., 2014). In vivo, la délétion du gene codant pour EP4 chez la souris
APPswe/PS1AE9, provoque une augmentation de 1’expression de génes pro-inflammatoires et
du dépot d’AB, mais seulement pour des stades précoces de la maladie (Woodling et al.,
2014). L’expression d’EP4 diminue avec la progression de la maladie, suggérant que la perte
précoce d’EP4 et de son activité anti-inflammatoire pourrait contribuer a 1’avancée de la

maladie (Woodling et al., 2014).
b) Récepteurs EP1/EP3

EP1 est connu pour son réle neurotoxique. In vivo, le prétraitement avec un agoniste
de EP1 (ONO-DI-004) augmente le volume des Iésions li¢ a I’injection de NMDA dans le
striatum (Ahmad et al., 2006). De plus les injections de NMDA chez des souris EP17
provoquent moins de lésions que chez des souris sauvages (Ahmad et al., 2006). Dans le
cadre de la MA, EP1 est impliqué dans les mécanismes de mort cellulaire. Chez la souris
APPswe/PS1AE9, la délétion de EP1 diminue le nombre de plaques amyloides, réduit la mort
des neurones hippocampaux et atténue les troubles cognitifs (Zhen et al. 2012).

EP3 est généralement considéré comme neuroprotecteur en régulant le taux de
phosphorylation de la protéine AKT qui controle l'apoptose (Bilak et al.,, 2004). La
neurotoxicité NMDA-dépendante des neurones pyramidaux de I'hippocampe est diminuée par

un agoniste EP3, le sulprostone (Wu et al., 2007).

De méme que pour EP2 et EP4, EP3 peut aussi avoir des effets délétéres. In vitro, la

stimulation de EP3 est liée a une augmentation de la synthése de Cox-2 et de PGE; en retour
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(Shi et al., 2012). Chez la souris APPswe/PS1AE9, la délétion d’EP3 produit une diminution
de la concentration d’AB dans le cerveau et une récupération des déficits en protéines

présynaptiques (Shi et al., 2012).

La stimulation d’EP3 est également li¢e a la synthése de molécules inflammatoires de
(NOX, INOS et TNFa) qui provoque une augmentation de la peroxydation lipidique, la
production d’AB et des déficits synaptiques. La voie de signalisation de EP3 serait pro-
amyloidogeénique, pro-inflammatoire et synaptotoxique, la situant ainsi comme une voie clé
dans le développement de la MA (Shi et al., 2012).

V. La synapse fibre moussue-cellule pyramidale de
CA3 (FM-CA3)

A. Hippocampe et Circuit trisynaptique

L’hippocampe est une structure du télencéphale et appartient fonctionnellement au
systeme limbique. Il se divise en trois régions, le subiculum, le gyrus dentelé et la Corne
d’Ammon (CA1l, CA2, CA3). Sur le plan de I'évolution, I’hippocampe appartient a
I’archéocortex et posséde trois couches laminaires par opposition au néocortex qui se découpe
en six couches laminaires. Les somas des cellules principales forment une couche cellulaire

entourée de deux autres couches comprenant les dendrites, les axones et les interneurones.

Les neurones de ces différentes régions sont connectés par des synapses
glutamatergiques formant un circuit trisynaptique. Les neurones des couches Il et Ill du
cortex entorhinal (voie perforante) forment des synapses avec les cellules granulaires du gyrus
dentele. Ces derniéres envoient ensuite leurs axones (fibres moussues : FM) vers la zone
CA3 de la Corne d’Ammon, et forment des synapses avec les cellules pyramidales de cette
zone (synapse FM-CAZ3). Les cellules pyramidales de la zone CA3 projettent a leur tour, via
les collatérales de Schaffer, sur les cellules pyramidales de la zone CAl de la Corne
d’Ammon (synapses CA3/CA1). Les cellules pyramidales de la zone CAL projettent enfin
via le subiculum dans les couches profondes (couche V) du cortex entorhinal. L’ensemble des

synapses de ce circuit sont des synapses glutamatergiques possédant les trois principaux
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récepteurs ionotropiques du glutamate de type AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methylisoazol-
4-propionate), NMDA (N-méthyl-D-aspartate) et kainate. Les cellules pyramidales CA3
regoivent trois types d’afférences glutamatergiques : des fibres moussues du gyrus dentelé au
niveau des dendrites proximaux, des fibres associatives/commissurales (A/C) qui proviennent
des cellules CA3 ipsilatérales (associatives) ou controlatérales (commissurales) et des fibres

provenant du cortex entorhinal au niveau des dendrites distaux (Figure 8).

L’axone principal de la cellule en grain du gyrus dentelé, la fibre moussue, quitte la
couche granulaire et projette au niveau de CA3 dans une couche suprapyramidale étroite
(100um) appelée stratum lucidum (Claiborne et al., 1986). Dans le stratum lucidum, les fibres
moussues contactent les dendrites proximales des cellules pyramidales CA3. Les cellules
pyramidales de CA3 recoivent aussi des afférences sur leurs dendrites distaux dans le stratum
oriens par les fibres moussues infra-pyramidales (Blackstad et al., 1970; Gonzales et al.,
2001). Les fibres moussues émettent également des collatérales qui contactent les
interneurones et les cellules moussues dans le hilus du gyrus dentelé (Frotscher et al., 1994).
Les fibres moussues contactent des interneurones dans la zone CA3 par I’intermédiaire de

filopodes qui proviennent des boutons présynaptiques (Amaral and Dent, 1981).

Temporoammonic Hippocampus
pathway 3 g J =
N Mossy cells Interneurons
CAl_Z5000°0 —fC [ Y | | |
Schaffer - ~ - > f “ \,’ f
collaterals . -
: S EC '~ BiDentate gyrusH - -*
¢ == T i | PP l Mossy fibres
W= P \ X Lo
N\ MPP - O > ICA3 N
e Mossy fibres Dentate gyrus - - : l Schaffer collaterals
Perforant ' .
pathway v —c-- -TA ........ +> | CAl

Figure 8. Circuit hippocampique
lustation du circuit hippocampique et du réseau formé par 1’hippocampe et les afférences provenant

du cortex entorhinal (EC) : La voie perforante latérale (i.e lateral perforant path ; LPP) et médiane i.e
medial perforant path ; MPP) (Modifié d'aprés Deng et al., 2010)
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Chaque fibre moussue contacte en moyenne 14 cellules pyramidales de CA3 alors
qu’une cellule CA3 est contactée par environ 50 cellules granulaires via les fibres moussues
(Amaral et al., 1990; Henze et al., 2000). Les cellules pyramidales CA3 recoivent des
afférences associatives et commissurales sur la partie distale de leurs dendrites (Gottlieb and
Cowan, 1973).

B. Mécanismes de segrégation des fibres moussues

La projection des fibres moussues est restreinte dans le stratum lucidum et cette
restriction est gouvernée par des mécanismes moléculaires bien identifiés notamment le
systeme plexines/sémaphorine (Suto et al., 2007). Les fibres moussues expriment la plexin-
A4 et ne migrent pas dans les couches ou la cellule CA3 exprime la sémaphorine 6A. L’effet
répulsif de la sémaphorine 6A est atténué par 1’expression de la plexin-A2 par les cellules
pyramidales dans le stratum lucidum. Les fibres moussues ne migrent ainsi que dans le
stratum lucidum. La sémaphorine 6B, aussi exprimée par les cellules pyramidales CAS3,
possede un rdle répulsif et permet la migration des fibres moussues uniquement dans le
stratum lucidum (Tawarayama et al., 2010 ; Figure 9A). D’autres molécules interviennent
dans la migration des fibres infra-pyramidales, notamment les nectines-1 et -3 (Honda et al.,
2006), les Cadhérine-8 et N-Cadhérine (Bekirov et al., 2008), les NCAM (Cremer et al.,
1997), et la voie de signalisation du BDNF (Tamura et al., 2006).

C. Morphologie des synapses FM-CA3

Les fibres moussues forment trois types de contacts synaptiques dans le hilus du gyrus
dentelé et dans I’aire CA3. Les fibres moussues peuvent contacter les cellules pyramidales
CA3 en formant de larges boutons présynaptiques (environ 8 um chez le rat adulte) dans le
stratum lucidum et peuvent aussi contacter les cellules moussues dans le hilus du gyrus
dentelé (Blackstad and Kjaerheim, 1961; Rollenhagen et al., 2007 ; Figure 9B). Chaque
bouton contient en moyenne 20400 petites vésicules claires (vésicules synaptiques ; environ
40 nm de diamétre) contenant le glutamate. Parmi ces 20400 vésicules, environ 900 sont

proches de la zone active, dans les 60 premiers nanomeétres, environ 4400 vésicules sont
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localisés entre 60 et 200 nm et forment un "pool™ de recyclage (Rollenhagen et al., 2007). Le
reste des vésicules est localisé au-dela de 200 nm et forme le "pool” de réserve. Les vésicules
retrouvees dans les autres synapses corticales sont moins nombreuses (quelques dizaines a
quelques centaines) et présentent une taille n’excédant pas 60 nm (Harris and Sultan, 1995).
Le bouton présynaptique contient aussi des vésicules a cceur denses d’une taille supérieure a
70 nm pouvant contenir le BDNF (i.e Brain-Derived Neurotrophic Factor). En plus des
vésicules, chaque bouton de fibre moussue contient du réticulum endoplasmique lisse et des
mitochondries (Amaral and Dent, 1981; Bradwejn and de Montigny, 1984; Claiborne et al.,
1986; Frotscher et al., 1991). Chaque bouton englobe une épine dendritique postsynaptique de
la cellule pyramidale CA3, aussi appelée excroissance épineuse. Le bouton présynaptique et
I’excroissance épineuse sont ancrés 1’un a l’autre grace aux jonctions adhérentes (puncta
adherentia). Ces jonctions sont composées de molécules d’adhésion comme la nectine-1, la
nectine-3 (Mizoguchi et al., 2002), I’afadine (Majima et al., 2009), la N-cadhérine, la S-
SCAM et I’alpha-caténine (Yamada et al., 2003).

Chaque bouton de fibre moussue forme, avec l'excroissance dendritique épineuse
CAS3, une synapse geante ayant la particularité morphologique de posséder de multiples zones
actives (entre 7 et 45; 25 en moyenne) toutes faisant face aux densités postsynaptiques
associées. La taille d'une zone active est en moyenne de 0.1 um2 (0.007 - 0.17 pum?) et est
distante d’environ 45 um d'une autre (Rollenhagen et al., 2007 ; Figure 9B). Ces boutons
donnent souvent naissance a des filopodes (jusqu’a 9) qui chez 1’adulte peuvent atteindre une
longueur maximale de 30 um (Henze et al., 2000).Les deux autres types de contacts
synaptiques sont associés aux interneurones dans le hilus et dans la zone CA3. Les boutons
contactant les interneurones sont plus petits que les boutons géants et possédent un seul site de
libération. Les boutons peuvent former des synapses "en passant” mais peuvent aussi
contacter les interneurones par I’intermédiaire de la terminaison des filopodes provenant des

boutons géants (40 a 50 synapses par fibre moussue).
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Figure 9. Morphologie de la synapse fibre moussue-cellule pyramidale CA3 (FM-CA3)

A. Marquage des cellules granulaires par infection virale (virus de la rage exprimant la protéine
fluorescente mCherry). Ce marquage permet de visualiser ’ensemble des projections des différents
prolongements des cellules granulaires (haut gauche), les corps cellulaires et I’arbre dendritique (haut
droite) ainsi que les fibres moussues et leurs boutons présynaptiques géants (fleches jaunes en bas a
droite). Les fleches bleues représentent les satellites des boutons et les fleches rouges représentent les
filopodes. Modifi¢ d’aprés Haberl et al. 2014 B. Représentations schématiques de la synapse FM-
CA3. A gauche, en vert est représenté 1’élément postsynaptique avec de nombreuses densités
postsynaptiques et en bleu 1’¢1ément présynaptique avec les zones actives faisant face a chaque densité
postsynaptique. Modifi¢ d’aprés Nicoll and Schmitz, 2005). A droite I’élément postsynaptique est
coloré en bleu et le bouton présynaptique en rouge. Modifié d’aprés Amaral and Dent 1981)
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D. Transmission et plasticité synaptique

1. Geéneralités : la synapse excitatrice glutamatergique

Les synapses sont des connexions spécialisées entre les neurones leur permettant de
communiquer afin de transmettre I’information. Il existe deux types de synapses : électrique
et chimique. La communication entre deux neurones se fait principalement par des synapses
chimiques excitatrices ou inhibitrices. Une synapse chimique est constituée d’un bouton
terminal présynaptique, d’une fente synaptique et d’un élément postsynaptique. De fagon
simplifiée, I’arrivée d’un potentiel d’action (PA) au niveau du bouton terminal du neurone
présynaptique provoque une dépolarisation membranaire conduisant & une ouverture des
canaux calciques dépendants du potentiel. L’influx calcique dans le bouton entraine la fusion
des vésicules synaptiques a la membrane présynaptique au niveau de la zone active. Ces
vesicules synaptiques ont un diametre de plusieurs dizaines de nanometres et contiennent les
neurotransmetteurs (le glutamate pour une synapse glutamatergique). Aprés la fusion de ces
vésicules, le glutamate est libéré dans la fente synaptique, dont la largeur est d’environ 30 nm,
qui sépare 1’¢lément présynaptique de 1’élément postsynaptique. Apres diffusion dans la fente
synaptique, le glutamate se fixe sur des récepteurs spécifiques a la membrane postsynaptique.
Lorsque le glutamate se lie sur les récepteurs ionotropiques au niveau postsynaptique, 1’influx

de cations résultant entraine la formation d’un potentiel postsynaptique excitateur (PPSE).

2. Meécanismes moléculaires de la transmission synaptique

La fusion des vésicules de glutamate s'effectue au niveau des zones actives de la
membrane présynaptique. Plusieurs protéines formant cette zone active ont été identifiées :
Muncl3s, RIMs (Rab-3 interacting molecules), Picollo, Bassoon, a-liprines,... (Sudhof,
2004). Dans les zones actives de la synapse FM-CAS3, 8 a 10 vésicules de glutamate sont
ancrees a la zone active (Suyama et al., 2007). Ces vésicules font partie du "pool de vésicules
prétes a étre libérées" (i.e Readily Releasable Pool : RRP ; Schneggenburger et al., 1999). Ce
"pool” de vésicules est relativement petit comparé au nombre total de vésicules synaptiques

(environ 5%).

Pour initier la fusion de ces vésicules a la membrane, un PA doit entrainer 1’ouverture
de canaux calciques dépendants du potentiel (CCVD). A la synapse FM-CA3, il existe
différents types de CCVD (type N, P/Q, R). Un bouton de fibre moussue contient environ
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2000 CCVD avec 66 % de canaux de type P/Q, 26 % de type N, et 8% de type R (Li et al.,
2007). Les canaux de type P/Q et N semblent étre les canaux majoritairement impliqués dans
la transmission synaptique basale (Castillo et al., 1994), alors que les canaux de type R
sembleraient intervenir lors de phénoménes de plasticités a long terme (Breustedt et al.,
2003). L’augmentation consécutive de la concentration de calcium dans le bouton

présynaptique favorise 1I’exocytose des vésicules de glutamate.

Les protéines SNARE (soluble N-ethyl-sensitive-factor attachment receptor-complex)
sont impliquées dans la fusion de la membrane des vésicules synaptiques avec la membrane
de la zone active (Jahn et al., 2003). Les protéines SNARE forment des complexes par
I'interaction entre des protéines associées a la membrane vésiculaire (v-SNARE
synaptobrévine) et d'autres protéines associées a la membrane présynaptique de la zone active
(t-SNARE : syntaxine et SNAP25). A ces complexes s'associent d'autres protéines telles que
complexines et synaptotagmines. La synaptotagmine est un senseur calcique associé a la
membrane des vésicules d’exocytose. L’influx de calcium par les CCVD et la fixation
d’ions Ca®* aux synaptotagmines entrainent un changement de conformation de ces derniéres
provoquant la fusion de la vésicule avec la membrane présynaptique et la libération du
contenu vésiculaire dans la fente synaptique. Le glutamate libéré diffuse et active les

récepteurs postsynaptiques et présynaptiques.

3. La transmission glutamatergique : récepteurs du glutamate

La synapse FM-CAS est une synapse excitatrice glutamatergique. Les fibres moussues
ainsi que les neurones pyramidaux CA3 expriment les différents types de récepteurs
glutamatergiques. Il existe deux types de récepteurs : les récepteurs ionotropiques qui sont des
récepteurs canaux perméables aux cations, s’ouvrant aprés liaison du glutamate et les
récepteurs métabotropiques qui sont des récepteurs couplés aux protéines G pouvant agir sur

les canaux ioniques ou les réactions métaboliques intracellulaires.
a) Les récepteurs ionotropiques du glutamate

Les récepteurs de type AMPA sont responsables de la transmission synaptique rapide
dans le SNC. La plupart des récepteurs AMPA sont des hétérotétrameéres formés de dimeres
de dimeres. La famille des récepteurs AMPA est composée de quatre sous-unités : GIUAL,
GluA2, GIuA3 et GIuA4. Les canaux des récepteurs AMPA sont perméables aux cations

monovalents et leur perméabilité au calcium est dépendante des types de sous-unités formant
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le récepteur. La perméabilité au calcium des recepteurs de type AMPA est déterminée par la
présence de la sous-unité GIuA2 (Jonas and Burnashev, 1995). Les récepteurs de type AMPA
ne possédant pas GIuA2 sont perméables au calcium et présentent une forte rectification
entrante. La rectification des récepteurs de type AMPA est dépendante du potentiel et elle est
due au blocage intracellulaire du récepteur par les polyamines (Bowie and Mayer, 1995). Le
nombre de récepteurs de type AMPA présents au niveau de la densité post synaptique
détermine en partie le poids de la transmission synaptique (Shi et al., 1999).

Les récepteurs de type kainate jouent de multiples rbles dans la transmission
synaptique ainsi que dans certaines formes de plasticités synaptiques et notamment
I’intégration des réponses synaptiques, la régulation de la libération de neurotransmetteurs, le
controle de I’excitabilité neuronale. Les récepteurs de type kainate ont une structure similaire
a celle des autres récepteurs ionotropiques du glutamate (Bennett and Dingledine, 1995) et
possedent une affinité pour le glutamate semblable aux récepteurs de type AMPA (EC50
~300 uM). Les récepteurs de type kainate sont des homo- ou hétéro-tétrameres composés de
I’assemblage de cinq sous-unités : GluK1, GluK2, GIluK3, GluK4 et GIuK5. Les canaux
ioniques formés par les récepteurs de type kainate sont perméables au sodium, au potassium et
faiblement au calcium. Cette perméabilité calcique est dépendante de 1’édition des différentes
sous-unités. Comme pour la sous unité GIuUA2 des récepteurs de type AMPA, GIuK1 et
GIluK2 peuvent étre édités au niveau du domaine M2 sur le site Q/R. Le remplacement de
glutamine par I’arginine diminue la perméabilité des récepteurs (Burnashev et al., 1995).
Contrairement a GluK1 et GluK2, la sous-unité GluK3 n’est pas éditée au site Q/R ce qui lui

permet de former des récepteurs perméables au calcium.

Les récepteurs de type NMDA sont responsables de la transmission synaptique "lente"
dans le SNC et participent a I’intégration du signal excitateur. Les récepteurs NMDA sont des
tétrameres formés a partir des sept sous-unités suivantes : GIuN1, GIuUN2A a GIuN2D,
GIuN3A et GIuN3B. La sous-unité GIuN1 est obligatoire pour le fonctionnement du récepteur
car elle permet I’adressage du récepteur NMDA a la membrane (Mcllhinney et al., 1996). Les
récepteurs sont formés d’un dimere de GIluNIl et d’un dimére GluN2 ou GIluN3. Les
récepteurs NMDA sont perméables aux cations monovalents et au calcium. Contrairement
aux autres récepteurs ionotropiques du glutamate, I’activation des récepteurs NMDA nécessite
la liaison simultanée du glutamate et d’un co-agoniste (glycine ou D-sérine ; Johnson and
Ascher, 1987; Kleckner and Dingledine, 1988). Au voisinage du potentiel membranaire de

repos du neurone (-80 a -70 mV), le pore du canal est bloqué par les ions magnésium. Une
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dépolarisation membranaire jusqu'a -40 mV permet de lever le blocage magnésium et de
rendre le récepteur NMDA perméant. Cette propriété singuliére fait du récepteur NMDA un
détecteur de coincidence entre la dépolarisation postsynaptique et la libération du glutamate
présynaptique et place ce récepteur comme support moléculaire de certaines plasticités a long
terme comme la potentialisation a long terme dépendante des récepteurs NMDA autrement

appelée PLT postsynaptique (Harris et al., 1984).

A la synapse FM-CAS3, tous les types de récepteurs ionotropiques du glutamate sont
exprimés. Les récepteurs AMPA et kainate sont fortement exprimés alors que les récepteurs
NMDA sont moins exprimés que dans d’autres synapses corticales (Lei and McBain, 2002).
Les récepteurs AMPA et NMDA sont majoritairement exprimés au niveau postsynaptique
alors que les récepteurs kainate sont exprimés a la fois au niveau postsynaptique (GIluK2,
GluK4, GIuK5; Mulle et al., 1998; Contractor et al., 2003; Fernandes et al., 2009) et
présynaptique (Gluk2, GIuK3; Pinheiro et al., 2007). Au niveau postsynaptique, les
récepteurs karnate contribuent aux courants postsynaptiques excitateurs (CPSEs ; Castillo et
al., 1997a; Vignes and Collingridge, 1997). En présynaptique, les récepteurs kainate peuvent
fonctionner comme des autorécepteurs (activés par le glutamate libéré par la synapse qui les
exprime) et seraient impliqués dans les plasticités a court terme comme la facilitation en
fréquence (Pinheiro et al., 2007) et des plasticités a long terme comme la PLT présynaptique
(Bortolotto et al., 1999; Contractor et al., 2001; Lauri et al., 2001; Pinheiro et al., 2007; Carta
etal., 2014).

b) Les récepteurs métabotropiques du glutamate

Le glutamate peut activer des récepteurs métabotropiques couplés a des protéines G.
Ces récepteurs sont classés en trois groupes différents: le groupe | avec les sous-unités
mGIuR1 et mGIuRS5, le groupe Il avec les sous-unités mGIuR2 et mGIuR3 et le groupe Il
avec les sous-unités mGIluR4, mGIuR6, mGIuR7 et mGIuR8. Les récepteurs du groupe | sont
couplés positivement a la phospholipase C et a la formation d’IP3. Les récepteurs du groupe I
sont généralement localisés au niveau postsynaptique. Les récepteurs des groupes Il et I11 sont
couplés négativement a I’adénylyl cyclase entrainant une diminution de 1’activité de la PKA
et donc une diminution de la libération de neurotransmetteurs. Ces récepteurs sont
généralement localisés sur I'élément présynaptique. Certains récepteurs métabotropiques pour

le glutamate sont exprimés a la synapse FM-CA3 aussi bien en présynaptique (groupe II)

58



qu’en postsynaptique (groupe | ; Kamiya et al., 1996; Lujan et al., 1996; Shigemoto et al.,
1997).

E. Plasticites synaptiques a la synapse FM/CA3

Contrairement aux synapses électriques, les synapses chimiques montrent une grande
propension a adapter I’efficacité de leur transmission en fonction du patron d’activation
présynaptique. Ce processus d’adaptation est appelé plasticité synaptique. Ces modifications
peuvent aboutir a une dépression synaptique lorsque la transmission synaptique est diminuée

ou une potentialisation synaptique lorsque la transmission synaptique est augmentée.

1. Plasticités a court terme

La synapse FM-CA3 est une synapse unique pour I’expression de différentes formes

de plasticités a court terme (Nicoll and Schmitz, 2005).

La facilitation en paire (i.e PPF : Paired-Pulse Facilitation) est une forme de plasticité
a court terme qui intervient lorsque deux stimuli séparés par un faible intervalle sont
appliqués et produisent une forte potentialisation de la réponse postsynaptique lors de la
seconde stimulation comparée a la premiere (Salin et al., 1996 ; Figure 10). Cette forme de
plasticité est en grande partie expliquée par la concentration de calcium résiduel présent dans
le bouton présynaptique apres la premiére stimulation. Ce calcium résiduel s'ajoute a 1’entrée
de calcium pendant la seconde stimulation et il en résulte une potentialisation de la deuxiéme
réponse postsynaptique. Les mécanismes moléculaires qui sous-tendent cette PPF restent

néanmoins mal connus.

La facilitation en fréquence (FF) est une autre forme de plasticité a court terme
importante a la synapse FM-CA3. La FF est une potentialisation des réponses postsynaptiques
induite par une augmentation de la fréquence de décharge des cellules granulaires (Figure 10).
Cette FF peut étre observée pour des faibles fréquences (0.1Hz -10Hz ; Salin et al. 1996). Les
mécanismes moléculaires de cette plasticité a court terme sont mal connus. La FF dépendrait
en partie du calcium présynaptique, de la kinase de type Il dépendante de la Ca*'-
Calmoduline (CamKII ; Salin et al. 1996) et de récepteurs du glutamate de type kainate
(KAR) présynaptiques (Contractor et al., 2001; Pinheiro et al., 2007).
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Figure 10. Les plasticités a court terme a la synapse FM-CA3

A. Courants postsynaptiques excitateurs (CPSES) superposés, enregistrés au niveau d’une cellule
pyramidale CA3 aprés stimulation d’une fibre moussue a une fréquence de 0.1 Hz puis 1 Hz. Les
moyennes des enregistrements sont illustrés en rouge et la différence d’amplitude entre la moyenne
des enregistrements a 0.1 Hz et 1 Hz est appelée la facilitation en fréquence. B. CPSEs enregistré
aprés deux stimulations espacées de 40 ms. [.’augmentation de I’amplitude moyenne des CPSEs lors
de la seconde stimulation est la facilitation en paire.

2. Plasticités a long terme

a) Potentialisation a long terme (PLT)

De nombreuses synapses du SNC sont capables de changements a long terme de leur
puissance en fonction de I’activité synaptique. La forme la plus étudiée est la potentialisation
a long terme (PLT) des réponses synaptiques apres des stimulations répétées a haute
fréquence. Cette PLT est retrouvée a de nombreuses synapses autres que celles de
I'hippocampe, et requiert 1’activation de récepteurs NMDA postsynaptiques entrainant une

augmentation de I’activité des récepteurs AMPA.

La PLT a la synapse FM-CAS3 est fondamentalement différente de celle archétypique
retrouvée a la majorité des synapses du SNC puisque cette plasticité est indépendante des
récepteurs NMDA et est exprimée principalement au niveau présynaptique (Nicoll and
Malenka, 1995 ; Figure 11). En effet le blocage des récepteurs NMDA par le D-AP5 n’a pas
d’effets sur le PLT a la FM-CA3 (Harris and Cotman, 1986; Zalutsky and Nicoll, 1990). Il

60



existe deux hypothéses pour expliquer 1’absence d’implication des récepteurs NMDA dans la
PLT a cette synapse. Les récepteurs NMDA seraient exprimés en faible quantité a la synapse
FM-CA3 et certains ¢léments de 1’adressage des récepteurs AMPA a la synapse, essentiels
pour I’expression de la PLT NMDA-dépendante, seraient absents a cette synapse (Kakegawa
et al., 2004; Nicoll and Schmitz, 2005).

Les récepteurs kainate sont aussi impliqués dans I’induction de la PLT. L’activation
des récepteurs kainate entraine une augmentation de calcium dans le compartiment
présynaptique et facilite I’induction de la PLT (Bortolotto et al., 1999; Contractor et al., 2001;
Lauri et al., 2001; Pinheiro et al., 2007; Carta et al., 2014). Le calcium entrant par les
récepteurs kainate activerait également les récepteurs de la Ryanodine (RyR) du réticulum
endoplasmique provoquant une libération de calcium qui facilite I’induction de la PLT (Lauri
etal., 2003 ; Figure 11).

Les canaux calciques présynaptiques de type R sont fortement exprimés dans le gyrus
dentelé (Day et al., 1996) et leur blocage provoque une diminution de la PLT sans affecter la

transmission basale (Breustedt et al., 2003).

Il résulte de ces voies dentrée, ou de libération de calcium dans le compartiment
présynaptique, une activation des adénylyls cyclases de type 1 (Villacres et al., 1998; Wong et
al., 1999; Otto et al., 2001) et de type 8 (Wang et al., 2003). Cette activation conduit a une
augmentation de la concentration en AMP cyclique et une activation de la PKA (Weisskopf et
al., 1994 ; Figure 11). L’expression de la PLT est dépendante de I’activité de la PKA et
plusieurs cibles ont été identifiées, notamment au niveau de la machinerie de libération des
vésicules de neurotransmetteurs. Les protéines synaptiques phosphorylées par la PKA les plus
¢tudiées sont les synapsines. D’autres protéines associées aux vésicules sont les cibles de la
PKA. La Rabphilin 3A (Castillo et al., 1997b), Rimla (Chevaleyre and Castillo, 2002) et la
synaptotagmin 12 (Kaeser-Woo et al., 2013) sont des cibles de la PKA essentielles pour
I’expression de la PLT a cette synapse. D'autre part I’augmentation des courants Ih générée
par la PKA pourrait également participer a I'expression de la PLT en entrainant une
dépolarisation de la membrane présynaptique (Mellor et al., 2002) mais ceci reste controversé
puisque des bloqueurs specifiques des courants Ih sont sans effets sur la PLT a cette synapse
(Chevaleyre and Castillo, 2002).

Si l'induction de la PLT a cette synapse est essentiellement présynaptique, l'existence

d'un mécanisme d'induction postsynaptique a été suggérée par le blocage de la PLT suite a la
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perfusion de peptides qui empéche la liaison des protéines postsynaptiques EphB aux
protéines éphrineB3 présynaptiques. Cette liaison transynaptique EphB/éphrineB3 permettrait
I’augmentation de la transmission synaptique, sans que les mécanismes a l'ceuvre soient

connus (Contractor et al., 2002).

La synapse FM-CA3 est incapable de développer une PLT postsynaptique
conventionnelle en condition basale. Néanmoins si les courants NMDA sont préalablement
potentialisés, alors cette synapse peut exprimer une PLT postsynaptique NMDA-dépendante
classique. Cette métaplasticité permet donc & la synapse FM-CA3 d’exprimer une PLT
postsynaptique aprés induction d’une PLT des récepteurs NMDA postsynaptiques (Rebola et
al., 2008, 2011).

b) Dépression a long terme (DLT)

De nombreuses synapses du SNC expriment une dépression a long terme (DLT)
NMDA-dépendante, qui a I’inverse de la PLT entraine une diminution de I’efficacité de la
transmission synaptique a long terme. Le protocole utilisé pour induire ce type de plasticité
est une stimulation a faible fréquence (generalement 1 Hz) pendant plusieurs minutes. La
DLT a la synapse FM-CA3 est induite par ’activation des récepteurs métabotropiques du
glutamate mGIuR2 (Yokoi et al., 1996; Kobayashi et al., 1996).

Comme pour la PLT, la DLT implique dans un premier temps une augmentation du
Ca®* présynaptique et une libération de neurotransmetteurs (Kobayashi et al., 1999). Le
glutamate libéré sur plusieurs minutes active les récepteurs mGIuR2 présynaptiques couplés a
une protéine G inhibitrice (Gi/o). L’activation de la protéine Gi/o inhibe 1’adénylyl cyclase ce
qui entraine une diminution de P’activit¢ de la PKA et une dépression a long terme de la

libération de neurotransmetteurs (Tzounopoulos et al., 1998 ; Figure 12).
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Figure 11. La potentialisation a long terme présynaptique (PLT) a la synapse FM-CA3

La potentialisation a long terme (PLT) a la synapse FM-CAS3 est exprimée de fagon présynaptique. Le
calcium entrant par les canaux calciques de type R augmente 1’activité des adenylyl cyclases de type 1
et 8 (ACI et ACS), déclenchant une augmentation d’AMPc qui active PKA. La PKA phosphoryle ses
cibles au niveau de la machinerie de libération vésiculaire augmentant ainsi la libération de glutamate.
Le calcium entrant par les récepteurs kainate présynaptiques peut aussi déclencher la libération de
calcium intracellulaire en activant les récepteurs a la ryanodine (RyR). Le calcium libéré va augmenter
I’activité de I’AC1 aboutissant a une augmentation de la libération de glutamate.

Mossy fibre

Figure 12. La dépression a long terme
présynaptique (PLT) a la synapse FM-CA3

La dépression a long terme (DLT) a la synapse
FM-CA3 fait intervenir les mémes partenaires
intracellulaires que la PLT. Le glutamate libéré
se lie aux récepteurs mGIuR2 présynaptique,
9 des récepteurs du glutamate couplés a une
©0° o0 _o °0 protéine G inhibitrice (Gi/o). Cette liaison
- ' entraine I’inhibition de I’activit¢ d’AC1
produisant une diminution d’AMPc et de
P’activité de la PKA. Le résultat est une
diminution de la libération de glutamate.
(Modifi¢ d’apres Nicoll and Schmitz, 2005)

pyramidal cell
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F. Rodles fonctionnels de la synapse FM-CA3

Les propriétés uniques de la synapse FM-CA3 permettent d'envisager des roles
fonctionnels particuliers de cette synapse. Le role le plus communément accepté est celui de
"synapse détonatrice”. Ce terme de détonateur est li¢ au fait qu’a chaque fois qu’une cellule
granulaire décharge, toutes les cellules pyramidales CA3 connectées a cet axone vont aussi
déclencher des PA. Cette hypothese de détonateur implique que les cellules pyramidales CA3
ont un seuil de déclenchement des PA fixe et que I’activité synaptique des fibres moussues est
toujours capable de permettre le franchissement de ce seuil. Néanmoins, le déclenchement
d’un PA dans les cellules pyramidales est un événement complexe résultant de I’interaction de
plusieurs facteurs, comme 1’historique récent de décharge du neurone, les variations de son
potentiel membranaire et la balance entre les afférences excitatrices et inhibitrices. Du fait de
la complexité du déclenchement d'un PA et de la variabilité des réponses synaptiques des
fibres moussues, il semble improbable que 1’activation d’une seule synapse FM-CA3 entraine
le déclenchement d’un PA dans la cellule CA3. Néanmoins dans certaines conditions les
réponses synaptiques sont assez fortes pour permettre ce déclenchement. Les travaux portant
sur ces conditions particuliéres ont permis de mieux comprendre le fonctionnement de cette

synapse et de la définir comme un "détonateur conditionnel".

En plus de sa fonction de détonateur conditionnel, la synapse FM-CA3 fonctionnerait
aussi comme une synapse discriminante. Tout d’abord, la synapse peut agir comme un
discriminateur d’amplitude. En effet, les réponses synaptiques dont I'amplitude atteint un
certain seuil vont provoquer le déclenchement de PA dans les cellules CA3 connectées.
Ensuite cette synapse peut agir comme un discriminateur de fréquence. En effet, I’amplitude
des réponses synaptiques de la fibre moussue augmente avec la fréquence de stimulation.
Environ 90 % des cellules granulaires du gyrus dentelé sont des cellules de place (Jung and
McNaughton, 1993). Leur fréquence de décharge augmente lorsque 1’animal se situe dans une
position donnée dans 1’espace. A I’extérieur de ce champ, une cellule granulaire décharge a
faible fréquence (<0.05 Hz ; Jung and McNaughton, 1993) et a donc trés peu d’influence sur
I’activité des cellules pyramidales de CA3. En revanche, quand 1’animal pénétre a I’intérieur
du champ d’activation de la cellule granulaire, la fréquence de décharge de cette cellule
augmente drastiqguement. La FF qui en résulte au niveau de la synapse FM-CAS3 induit une
augmentation trés rapide des amplitudes des réponses postsynaptiques entrainant une

décharge de PA dans les cellules pyramidales CA3 (Henze et al., 2002). En raison de cette
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facilitation en fréquence, la synapse FM/CA3 agit donc comme un détonateur conditionnel
(Henze et al., 2000). Enfin la synapse FM-CA3 peut agir comme un discriminateur temporel.
En effet, la synapse peut ignorer les informations venant des afférences "non-fibre moussue”
pendant un bref intervalle suivant 1’activation d’une cellule CA3 par une fibre moussue
(Urban et al., 2001). Ces conditions particuliéres nécessaires a 1’activation des cellules CA3
font de la synapse FM-CA3 un détonateur conditionnel agissant par discrimination de
différentes propriétés des réponses synaptiques.

V. Deficits synaptiques dans la MA

Les deficits synaptiques sont étroitement corrélés avec les déficits cognitifs (DeKosky
and Scheff, 1990; Terry et al., 1991; Serrano-Pozo et al., 2011). L'altération des fonctions
synaptiques apparait tét dans la maladie, suggérant une atteinte précoce spécifique des
synapses avant la neurodégénérescence observée pour des stades plus tardifs (Arendt, 2009).
L’analyse post mortem des cerveaux de patients atteints de la MA montre des déficits dans
I’expression de genes impliqués dans le trafic des vésicules synaptiques dans 1’hippocampe
(Begcevic et al., 2013) et dans le cortex (Yao et al., 2003). Sachant que les fonctions
synaptiques de I'hippocampe sont a l’origine de la formation de la mémoire et de
I’apprentissage (Cooper and Bear, 2012), la perte des fonctions cognitives qui signe la
maladie d’Alzheimer pourrait étre expliquée tout au moins en partie par la réduction

progressive de 1’intégrité et de la fonctionnalité synaptique (Selkoe, 2002).

A. Implication du peptide AR dans les déficits synaptiques

De nombreuses études portant sur les déficits synaptiques et la MA se sont focalisées
sur le peptide AR. Ces études suggerent que les déficits cognitifs précoces rencontrés dans la
MA sont dus a I’action des oligomeres AR sur la transmission et sur les plasticités synaptiques

dans I’hippocampe et le cortex (Selkoe, 2002).

L’action des oligomeéres AB sur la synapse a principalement été étudiée in vitro par
exposition aigiie d'oligomeres synthétiques sur des neurones en culture. Ces oligomeres

modifient la morphologie des épines dendritiques, provoquent une perte synaptique par des
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mécanismes impliquant la calcineurine (Hsieh et al., 2006; Shankar et al., 2007) et altérent le
transport axonal via les récepteurs NMDA par un mécanisme dépendant de la glycogéne
synthase kinase GSK-3B (Shankar et al., 2007; Decker et al., 2010). Les oligoméres d’ARB
affectent le trafic des sous-unités GIuUN1 et GIuN2B a la membrane plasmique, possiblement
via des récepteurs cholinergiques nicotiniques o7, entrainant une diminution de la PLT
(Snyder et al., 2005) et perturbent la recapture de glutamate entrainant & la fois une
augmentation de la DLT et une diminution de la PLT (Li et al., 2009, 2011). Il convient de
noter qu'il n’existe pas a ce jour de preuves directes de la liaison entre 1'Af3 et les récepteurs

NMDA.

Les oligomeéres et les fibrilles d'AR peuvent se lier sur les récepteurs cholinergiques
nicotiniques a7 avec une forte affinité (de l'ordre du pM). La forme oligomérique agirait
comme un agoniste en augmentant I'influx calcique (Dougherty et al., 2003) tandis que la
forme fibrillaire agirait comme un antagoniste puisque sa liaison au récepteur o7 entraine une
neurotoxicité sans augmentation du calcium intracellulaire (Lilja et al., 2011). AR4, qui est la
forme la plus a méme de former des agrégats, est plus efficace dans sa capacité a diminuer la
PLT et la densité synaptique par rapport & A4 (Kessels et al., 2010).

B. Implication de la protéine Tau dans les déficits synaptiques

Les fonctions synaptiques de la protéine Tau sont peu connues (Crimins et al., 2013).
Tau est impliquée dans I’hyperexcitabilit¢ de réseaux neuronaux de I’hippocampe (décharges
spontanées des cellules pyramidales de CA3) dans des mod¢les murins d’épilepsie (Holth et
al., 2013). La réexpression de Tau humain chez des souris n’exprimant plus Tau entraine des
déficits synaptiques et des altérations de la transmission synaptique (Polydoro et al., 2009). La
protéine Tau peut avoir une action synaptotoxique sous sa forme soluble ou en agrégats. Dans
les cerveaux de patients atteints de la MA, les neurones possédant des agrégats de Tau
présentent une expression diminuée de la synaptophysine, une protéine associée aux vésicules
synaptiques (Callahan and Coleman, 1995). Néanmoins la forme soluble de la proteine Tau
semblerait la plus toxique. En effet, chez la souris Tg4510, un modeéle de tauopathie, les
déficits synaptiques et la mort neuronale apparaissent a des stades précoces avant ’apparition
des agrégats de Tau, suggérant que I’accumulation de la forme soluble de Tau entraine des

déficits synaptiques. L'accumulation de la forme soluble de Tau entrainerait une localisation
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aberrante de la sous unité GIuN2B des récepteurs NMDA (Ma et al., 2013). D'autre part, la
protéine Tau hyperphosphorylée bloque le transport axonal antérograde des mitochondries,
organelles essentiels a la transmission synaptique (Mandelkow et al., 2003), jusqu’au bouton
présynaptique (Reddy, 2011; Gilley et al., 2012). In vitro, les oligoméres de Tau augmentent
la susceptibilité des mitochondries au stress oxydatif (Schulz et al., 2012) et dérégulent la
fusion et la fission de leurs membranes (DuBoff et al., 2012). Il est & noter que cette
fusion/fission est dérégulée dans la MA (Wang et al., 2009). Une stratégie visant a prévenir la
formation d’oligoméres de Tau pourrait étre une approche thérapeutique intéressante (Pooler

etal., 2014).

C. Déficits synaptiques dans I’hippocampe

Des déficits synaptiques dans I’hippocampe sont observés bien avant le dépot des
plaques amyloides et la mort neuronale. lls sont corrélés aux altérations des fonctions
cognitives dans la MA (Selkoe, 2002; D’ Amelio et al., 2011). De nombreuses études ont ainsi
utilisé les modeles murins de la MA pour essayer de comprendre les mécanismes moléculaires
qui sous-tendent ces déficits synaptiques. Les déficits synaptiques sont différents suivant les
modeles animaux utilisés et la synapse étudiée (pour revue Marchetti and Marie 2011). Nous
avons recensé ici les principaux déficits synaptiques retrouvés pour les trois principales
synapses de I’hippocampe : la synapse classique CA3/CAL, la synapse entre la voie

perforante et les cellules granulaires, et la synapse FM-CA3.

1. Déficits synaptiques a la synapse classique CA3-CA1l

Pour les souris APPswe/PS1AE9, la transmission synaptique a la synapse entre les
collatérales de Schaeffer (CS) et la cellule CAL n'est pas différente des souris sauvages a 3
mois, 6 mois, 9 mois et 12 mois (Volianskis et al., 2010). Pour d'autres souris transgéniques
APP/PS1, la transmission synaptique présente des déficits a partir de 7 mois (Gong et al.,
2004; Chang et al., 2006; Trinchese et al., 2008) ou apparait normale jusqu’a 20 mois
(Gureviciene et al., 2004; Fitzjohn et al., 2010) et ce selon le génotype.

Les troubles cognitifs peuvent étre causés par des déficits au niveau des plasticités a
court terme et/ou a long terme. Pour la facilitation en paire a la synapse CS-CA1, I'ensemble
des etudes menées sur les souris APP/PS1 rapportent une absence de déficits pour cette
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plasticité de 3 (Fitzjohn et al., 2010) a 18 mois (Chang et al., 2006; Fitzjohn et al., 2010).
Cependant les etudes menées sur la PLT a cette méme synapse apparaissent contradictoires.
Certaines études rapportent un déficit de la PLT & partir de 3 mois (Gong et al., 2004;
Trinchese et al., 2004; Knobloch et al., 2007) alors que d’autres études montrent une PLT
intacte jusqu’a 12 mois (Gureviciene et al., 2004; Fitzjohn et al., 2010). Il faut remarquer que
la comparaison entre les différentes études est difficile en raison de variations dans les
protocoles d’induction. Ainsi dans le cas des souris APPswe/PSIAE9, un déficit de PLT
apparait a partir de 3 mois uniquement dans le cas d'un protocole d’induction faible
(Volianskis et al., 2010). La seule étude in vivo de la PLT chez des souris APP/PS1 rapporte
un déficit de la PLT a partir de 8 mois (Gengler et al., 2010).

2. Déficits synaptiques a la synapse PP-GD

Pour les souris APP/PS1, la transmission synaptique basale a la synapse voie
perforante - gyrus dentelé ne semble pas étre affectée jusqu’a 18 mois (Gureviciene et al.,

2004). 1l n'existe aucune donnée pour cette synapse chez les souris APPswe/PS1AE9.

La facilitation en paire présente des déficits a partir de 3 mois pour les souris simples
transgéniques APP (Palop et al., 2007; Harris et al., 2010; Cissé et al., 2011). Il n'existe

aucune donnée pour les souris APP/PS1.

En ce qui concerne la potentialisation a long terme, les résultats sont assez homogeénes
pour les différentes souris APP/PS1 avec un déficit de la PLT a partir de 3 mois (Palop et al.,
2007; Harris et al., 2010; Cissé et al., 2011). La seule étude sur cette synapse chez la souris
APPswe/PS1AE9 rapporte un déficit de la PLT a partir de 9 mois (Yoshiike et al., 2008).

3. Déficits synaptiques a la synapse FM-CA3

Peu d’études ont été menées sur la synapse FM-CA3 dans le cadre de la MA. Pourtant
cette synapse de I'hippocampe présente des plasticités présynaptiques bien particuliéres. La
premiére étude réalisée a cette synapse sur un modele simple transgénique Tg2576 possédant
la mutation suédoise APP (APPswe) rapporte une transmission synaptique basale normale
pour des souris agées de 24 mois (Witton et al., 2010). En revanche, les plasticités
synaptiques a court terme sont impactées de fagon difféerente: la facilitation en paire ne semble

pas étre affectée alors que la facilitation en fréquence a 1 Hz est fortement réduite (Witton et
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al., 2010). Enfin, cette étude montre un déficit complet de la PLT a 24 mois (Witton et al.,
2010). Sur le méme modéle murin Tg2576, la transmission synaptique basale et la facilitation
en paire sont normales & 12 mois et la PLT est augmentée (Jung et al., 2011). Enfin la
Potentialisation Post Tétanique (PTP), un autre type de plasticité a court terme, est bloquee
des 3 mois (Lee et al., 2012).
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

Les signes cardinaux de la maladie d’Alzheimer (MA) sont une production
pathologique du peptide B amyloide et une hyperphosphorylation intraneuronale de la protéine
Tau. A ces mécanismes moléculaires sont associés des déficits synaptiques et de profondes
altérations cognitives. L'ensemble de ces caractéristiques moléculaires, cellulaires et
cognitives de la pathologie s'inscrit dans un contexte de neuroinflammation chronique attesté
par une forte activation gliale et la synthése d'une myriade de médiateurs inflammatoires
comme les cytokines, les chémokines et les prostanoides. Des études épidémiologiques
indiquent que I’inhibition par des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) des enzymes
limitantes de la synthese des prostaglandines, les cyclooxygénases Cox-1 et Cox-2, diminue
fortement la prévalence de la MA chez les personnes agees.

PGE, est l'une des principales prostaglandines produite dans le cerveau dont
I’expression est fortement augmentée au cours de la pathologie et ce dées les stades précoces.
Selon le sous type de récepteur mobilisé, PGE, peut moduler la transmission et/ou les
plasticités synaptiques dans I'hippocampe, l'une des structures clés dans les phénomenes
d'apprentissage et de mémorisation qui est lourdement impactée dans la MA.

Dans les stades précoces de la pathologie, de nombreux travaux rapportent I'existence
de déficits synaptiques, notamment dans I'hippocampe. Ces travaux se sont focalisés sur les
déficits de la plasticité postsynaptique qui dépend des récepteurs NMDA a la synapse
archétypique de I'hippocampe formée entre les cellules pyramidales CA3 et CAL. A l'inverse,
la synapse formée entre les fibres moussues et les cellules pyramidales CA3 (FM-CA3)
exprime des plasticités présynaptiques atypiques, a court et a long terme, indépendantes des
récepteurs NMDA. 1l n'existe que tres peu d'études concernant ces plasticités dans le contexte
de MA. Si certaines études ont mis en évidence des effets modulateurs de PGE; sur l'activité
de la synapse CA3-CA1, ici aussi aucune étude ne s’est intéressée a I’impact de PGE; sur les
differentes formes de plasticités présynaptiques a court et long terme a la synapse FM-CAS3.
Dans ce contexte, nous avons étudi¢ I’implication de PGE; et de ses récepteurs dans le
fonctionnement physiologique et pathologique de la synapse FM-CA3 chez un modele murin
de la MA.
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Le premier objectif de cette thése a été orienté vers 1’¢tude de I’action de PGE; sur la
transmission synaptique et les différents types de plasticités synaptiques a la synapse FM-
CA3. Pour cela nous avons utilisé la technique électrophysiologique de patch clamp en
configuration cellule entiere sur des tranches aigiies d’hippocampe de souris sauvages jeunes

(P19-P21) afin de caractériser les courants synaptiques en absence ou en présence de PGE,.

Les principaux résultats montrent que PGE; n’a aucune action sur la transmission
synaptique basale et sur les plasticités présynaptiques a court terme. En revanche,
I’application aigiie de PGE; entraine un déficit dans la potentialisation & long terme
présynaptique indépendante des récepteurs NMDA, en activant spécifiqguement des récepteurs
EP3 vraisemblablement exprimés par les fibres moussues. Notre hypothése est que
I’activation des récepteurs EP3 entrainerait une diminution de 1’activité de 1’adenylyl cyclase
et en aval de ’activité de la protéine kinase A sur les cibles de la machinerie de libération

vésiculaire.

Apres avoir caractérisé les actions de PGE; sur la transmission basale et les différents
types de plasticités présynaptiques a la synapse FM-CAS3, notre étude a porté (i) sur la mise en
évidence de déficits synaptiques a cette synapse dans un modéle murin amyloide de la MA, la
souris APPswe/PS1AE9 et (ii) sur le r6le potentiel de PGE; dans ces déficits. Pour cela nous
avons enregistré, grace a la technique de patch clamp et la technique des potentiels de champ,
la transmission basale et les différents types de plasticités chez des souris transgéniques et

Sauvages.

Les principaux résultats montrent qu’a 9 et 12 mois, la transmission basale et les
plasticités a court terme ne sont pas différentes comparées a celle de la souris sauvage. A 9
mois la PLT présynaptique ne semble pas étre affectée chez la souris APPswe/PS1AE9 alors
qu’a 12 mois une diminution significative de la PLT est observée. En paralléle, nous avons
mesuré les concentrations de PGE, dans I'hippocampe chez la souris sauvage et la souris
APPswe/PS1AE9 en fonction de I'dge. La concentration de PGE, est significativement
augmentée chez la souris APPswe/PS1AE9 a partir de 12 mois. Nous avons ensuite étudié les
mécanismes moléculaires a 1’origine de ce déficit. En fonction des résultats obtenus dans la
premiére partie de ce travail, nous avons choisi de bloquer les récepteurs EP3 chez la souris
APPswe/PSAE9 afin d'objectiver ou non la participation de cette voie de signalisation dans le

déficit de la PLT observé a 12 mois.
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L’application d’un antagoniste des récepteurs EP3 réverse partiellement la diminution
de la PLT présynaptique observée chez la souris APPswe/PSAE9. Ces résultats suggerent que
la signalisation PGE; - EP3 joue un réle important dans le déficit d'une plasticité a long terme

a la synapse FM-CAZ3 chez la souris transgénique APPswe/PSAED.
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Résultats
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SUMMARY

There is considerable evidence to suggest that neuroinflammation and Alzheimer's disease
(AD) are intimately related. Among different inflammatory molecules expressed in the course
of the pathology, prostaglandin E, (PGE;) is known to modulate hippocampal synaptic
transmission. In this study we investigated the effect of acute application of PGE, on basal
synaptic transmission and presynaptic plasticity at hippocampal mossy fiber (Mf) synapses.
We found that acute application of PGE; (10uM) on brain slices from young mice (P19-P21)
had no effect both on basal transmission and short-term plasticity, whereas it strongly
impaired Mf-CA3 long-term potentiation (LTP). This effect was mimicked by sulprostone
(1uM), an EP3 receptor agonist and entirely blocked by the co-application of ONO-AE3-240
(1uM), a specific EP3 receptor antagonist. We then explored the possible involvement of this
signaling pathway in a transgenic mouse model of Alzheimer’s disease, the APPswe/PS1AE9
(APP/PS1) mouse. Hippocampal levels of PGE; in the hippocampus of APP/PS1 mice
significantly increased at 12 and 15 months of age. We compared synaptic transmission and
presynaptic plasticity in non-transgenic and APP/PS1 mice at 6, 9 and 12 months of age. No
difference in either basal synaptic transmission or short-term plasticity was observed between
non-transgenic and APP/PS1 mice whatever the age. In contrast, presynaptic Mf-CA3 LTP
was impaired at 12 months in APP/PS1, in the same time window of increased levels of
PGE,. The impairment of LTP was entirely rescued by the application of ONO-AE3-240
(1uM). Overall, PGE; acting through EP3 receptor impairs long term synaptic plasticity at
mossy fiber-CA3 synapses in a mouse model of Alzheimer disease, and suggests that
neuroinflammatory molecules may impair cognitive processes by affecting presynaptic forms
of plasticity.

Keywords: hippocampus, mossy fiber, presynaptic LTP, PGE,, Alzheimer's disease, synaptic
plasticity
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INTRODUCTION

Alzheimer's disease (AD) is a progressive and devastating neurodegenerative disease
characterized by early deficits in learning and memory processes. Two well established
cellular and molecular hallmarks of the disease have been extensively investigated in the brain
of AD's patients since the first description by Alois Alzheimer in 1907: the presence of
extracellular plaques composed of amyloid-B (AR) protein and the expression of
neurofibrillary tangles of hyperphosphorylated tau protein. The time sequence of these
cellular and molecular events and their relative contribution to the pathophysiology of AD is
still a matter of intense debat. However it is doubtless that neuroinflammation that involves
activation of glial cells, plays a key role in the pathophysiology of AD (Heneka & Obanion,
2007; Sastre, Klockgether, & Heneka, 2006 for review).

There is considerable evidence suggesting that the progression of the disease involves
neuroinflammation which sets a vicious circle where further glial activation enhances
neuronal degeneration driving in turn more glial activation (Akiyama et al., 2000; Mrak and
Griffin, 2005; Sastre et al., 2006; Heneka and Obanion, 2007). The pivotal role of
neuroinflammation in AD has been highlighted first by epidemiological studies revealing that
a chronic intake of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) was associated with a
reduced prevalence of the disease by 40 to 70% (McGeer et al., 1996; in t” Veld et al., 2001;
Breitner and Zandi, 2001). However, clinical trials with different NSAIDs failed to cure or
even alleviate the severity of the disease (McGeer and McGeer, 2007). Recent re-analysis of
the clinical trials showed that treatments given to asymptomatic individuals had beneficial
effects whereas when given to patients at late stages of AD, they were harmful (Breitner et al.,
2011; Leoutsakos and Muthen, 2012)

When activated, glia release a plethora of neuroinflammatory molecules such as inflammatory
cytokines (IL-1R, IL-3, IL-6, IL-11 and TNFa), chemokines, acute phase proteins,
complement proteins but also prostaglandin E, (PGE,) (Eikelenboom et al., 1994). PGE; is
produced from arachidonic acid first converted to prostaglandin G, then reduced to
prostaglandin H, (PGH>) by two rate-limiting enzymes, Cox-1 and Cox-2 (Smith et al., 1991).
Then PGHj; is converted to PGE; by the microsomal prostaglandin-E2 synthase (mPGES).
Cox-1 and Cox-2 are expressed by hippocampal neurons (Yasojima et al., 1999) but also by

astrocytes and microglia (Font-Nieves et al., 2012). It is generally considered that Cox-1 is
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constitutively expressed, whereas Cox-2 and mPGES are strongly activated by and during

neuroinflammation (Font-Nieves et al., 2012).

Few lines of evidence highlight a pivotal role for PGE; in the pathophysiology of AD. PGE,
is a primary target of NSAIDs; its level is elevated together with the expression of Cox-2 in
AD’s brains (Kitamura et al., 1999; Yasojima et al., 1999; Montine et al., 1999). In Tg2576
mice, a transgenic mouse model surexpressing the human amyloid precursor protein (APP)
gene, long term potentiation (LTP) is impaired at the CA3-CALl synapse (Chapman et al.,
1999; Kaotilinek et al., 2008). This impairment is mimicked in wild type mice by the external
addition of either PGE; or synthetic AR (Kotilinek et al., 2008). A pretreatment with NS398, a
specific antagonist of Cox-2, partially restores AR-induced impairment of LTP suggesting that
Al acted via the generation of PGE; (Kotilinek et al., 2008). Very relevant to a pivotal role of
PGE,, AR stimulates PGE, production by microglial cells, astrocytes and neurons
(Hoozemans et al., 2008) which stimulates in turn AR production (Hoshino et al., 2007). Such
knowledge is most wanted in the context of AD, which relies, at least in its early stage, on
synaptic dysfunction and loss, subsequently coined as "synaptic failure” (Selkoe, 2002;
Jacobsen et al., 2006; Sheng et al., 2012).

Synapses between mossy fibers (Mfs) originating from the dentate gyrus (DG) and CA3
pyramidal cells (Mf-CA3 synapses) display a wide dynamic range of presynaptic plasticity,
including prominent short-term plasticity and a form of LTP which is independent of NMDA
receptors (Salin et al., 1996; Henze et al., 2002; Nicoll and Schmitz, 2005). The DG-CA3
circuit is involved in the storage of information and mnemonic processes such as pattern
completion (Nakazawa et al., 2002) and pattern separation (Bischofberger et al., 2006), which
may be of relevance in AD conditions. Nonetheless alterations of Mf synaptic function in the
context of AD are poorly known. Short-term and long-term Mf-CA3 synaptic plasticity are
altered in senescent transgenic Tg2576 mice (24-25 months old), that is long after a massive
load of amyloid plaques (Witton et al., 2010). Post-tetanic potentiation of Mf-CA3 synapses is
reduced in 2 months old Tg2576 mice tentatively via mitochondrial dysfunction of DG cells
(Leeetal., 2012).

We thus characterized the effects of PGE, at Mf-CA3 synapses both in wild type mice and in
a double transgenic mouse model of familial AD, the APPswe/PSIAE9 (APP/PS1) mice.
These mice are characterized by an over production of AR protein leading to deposits
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throughout the brain, including the hippocampus, starting at 6 months of age with a noticeable
load of plaques reported by 12 months of age (Chishti et al., 2001; Jankowsky et al., 2004;
Burgess et al., 2006). These mice display synaptic dysfunction and learning deficits by 6-7
months of age that is before the occurrence of a massive load of amyloid plaques (Reiserer et
al., 2007; Volianskis et al., 2010; Lagadec et al., 2012)

We have observed that in young wild type mice PGE, does not affect basal synaptic
transmission and short term plasticity, but strongly impairs Mf-CA3 presynaptic long term
potentiation (LTP) via an EP3 receptor. In APP/PS1 mice, we found that the hippocampal
level of PGE; was significantly increased at 12 and 15 months of age compared to wild type
littermates. Whereas basal synaptic transmission and short term plasticity were not affected in
APP/PS1 mice, presynaptic Mf-CA3 LTP was impaired at 12 months in parallel to the
increase in hippocampal level of PGE,. Furthermore, the impairment of LTP in APP/PS1
mice was entirely rescued by the blockade of EP3 receptor. In summary, our data provide the
first evidence that PGE, through EP3 receptor impairs presynaptic long term plasticity at the
Mf-CA3 synapse. These results establish the EP3 receptor as a potential selective target to
restore impaired plasticity at this synapse in a mouse model of Alzheimer disease.
Considering the physiological roles of PGE,, the selective targeting of the EP3 receptor may
turn to be more advantageous for therapeutical strategies than the global inhibition by
NSAIDs.

MATERIALS & METHODS

Ethical approval

Animal anaesthesia and euthanasia procedures were carried out in accordance with the
Animal Protection Association of ethical standards and the French legislation concerning
animal experimentation, and were approved by the University of Bordeaux/CNRS Animal
Care and Use Committee (#55).

Animals

The animals used in this study were male APP/PS1 mice obtained from Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME, USA) and their Wild Type (WT) littermates (C57BL6/J). The APP/PS1
mice express a chimeric mouse/human amyloid precursor protein APPswe (mouse APP695

harboring a human AR domain and mutations K595N and M596L linked to Swedish FAD)
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(Lim et al, 2000) and a human presenilin 1 mutated in familial AD (PS1AE9; deletion of exon
9). Mice were allowed free access to food and water and maintained in a 12 h dark-light cycle.
Mice were genotyped and systematically regenotyped after each experiment using transcript-

specific primers (Table 1).

Table 1. Mouse g-PCR primer sequences for APP/PS1 genotyping

GenelD | Forward Sequence (5°-3”) Reverse Sequence (5°-3”)
Prn 19122 CCTCTTTGTGACTATGTGGACTGATGTCGG GTGGATAACCCCTCCCCCAGCCTAGACC
APP 351 GACTGACCACTCGACCAGGTTCTG CTTGTAAGTTGGATTCTCATATCC
11-2 16183 CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC
PS1 5663 AATAGAGAACGGCAGGAGCA GCCATGAGGGCACTAATCAT

Slice preparation

C57BL6/J mice (P19-P21) were sacrificed by cervical dislocation. The brain was quickly
removed from the skull and chilled in ice-cold low-calcium artificial CSF (aCSF) containing
the following (in mM): 87 NaCl, 2.5 KCI, 1.25 NaH,PO,, 0.5 CaCl,, 7 MgCl,, 10 glucose, 25
NaHCO;3; and 75 sucrose with pH 7.4 adjusted by saturating with carbogen (95% 0, and 5%
COy), and an osmolarity of 300-310 mOsm. Isolated brains were glued onto the stage of a
vibratome (VT 1200S, Leica Microsystems, Nussloch, Germany) and parasagittal
hippocampal slices (320 um) were cut. Slices were then transferred in an extracellular
solution containing the following (in mM): 129 NaCl, 2.5 KCI, 1.25 NaH,PO,, 2 CaCl,, 1
MgCl,, 11 glucose, 25 NaHCO3 equilibrated with 95% 0, and 5% CO, (310-320 mOsm) for
30 minutes at 33°C and thereafter maintained at room temperature until required.

APP/PS1 and WT mice at 6, 9 and 12 months old were anaesthetized with a mix of ketamine
(80 mg/kg; i.p) and xylazine (16 mg/kg; i.p) and then intracardially perfused for 2-3 minutes
with a solution at 4°C containing the following (in mM): 2 KCI, 1.25 NaH,PO,, 0.4 CaCl,, 8
MgCl,, 22 glucose, 26 NaHCO3, 20 sucrose, 2.8 pyruvic acid, 0.4 ascorbic acid, equilibrated
with 95% 0, and 5% CO; (310-320 mOsm). Then the mouse was sacrificed and the brain was
quickly removed from the skull and stored in the same solution. Parasagittal brain slices (400
pm) were cut in the same solution and then incubated at 33°C for 30 min in a resting solution
containing the following (in mM): 103 NaCl, 2 KCl, 1.25 NaH,PO,, 0.27 CaCl,, 8 MgCl,, 22
glucose, 26 NaHCO3, 0.4 ascorbic acid equilibrated with 95% 0, and 5% CO, (300-310
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mOsm). Slices were thereafter maintained at room temperature in the same solution until

required.
Electrophysiological recordings

A slice was transferred into a recording chamber where it was submerged and continuously
perfused with an oxygenated (95% 0, and 5% CO,) extracellular solution at 32-34°C. Whole-
cell patch clamp recordings (3-4 MQ electrodes, -70 mV holding potential) were made from
hippocampal CA3 pyramidal neurons visualized by infrared video-microscopy. Patch clamp
electrodes were pulled out from borosilicate glass (GF 150 F-10) and filled with an internal
solution containing the following (in mM): 140 CsCH3SOj3, 2 MgCl,, 4 NaCl, 5 phospho-
creatine, 2 Na,ATP, 0.2 EGTA, 10 HEPES, and 0.33 GTP (pH 7.3) adjusted with CsOH.
Bicuculline (10 pM) was added to the bath to inhibit GABA-A receptors.

Voltage-clamp recordings were performed on CA3 pyramidal neurons identified with a
differential interference contrast microscope (Eclipse FN-1, Nikon, Champigny sur Marne,
France) equipped with an infrared camera (VX 44, Till Photonics, Grafelfing, Germany) using
an Axopatch-200B amplifier (Axon Instruments, Sunnyvale, CA, USA). Signals were filtered
at 2 kHz and digitized at 5 kHz via a DigiData 1322A interface (Axon instruments). Series
resistance (10-20 MQ) was monitored during the recording using a —10 mV hyperpolarizing
voltage step of 50 ms length occurring at the beginning of each recording. Neurons were
rejected if more than a 20% change in series resistance occurred during the experiment.
Neurons with a holding current exceeding 300 pA at a holding potential of -70 mV were also
rejected. Data were collected and analysed using pClamp software 9.2 (Axon Instruments).

Mf-CA3 excitatory post synaptic currents (EPSCs) were evoked by minimal intensity
stimulation (Marchal and Mulle, 2004; Sachidhanandam et al., 2009). A glass microelectrode
(~1 um tip diameter) was placed in the hilus of the dentate gyrus to stimulate mossy fibers.
The baseline stimulation frequency for all experiments was 0.1 Hz. Mf synaptic currents were
identified according to the following criteria: robust low-frequency facilitation, low release

probability at 0.1 Hz, rapid rise times of individual EPSC (~1 ms), and EPSCs decays free of

secondary peaks that may indicate the presence of polysynaptic contamination. The group 11
mGIuR agonist LCCG-1 (10 puM) was applied routinely to confirm that mossy fibers were
actually stimulated.
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Extracellular recordings were made from stratum lucidum using glass electrodes (1-2 MQ)
filled with extracellular solution. Field excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) were
evoked in response to electrical stimuli applied via another glass electrode (1-2 MQ) filled
with extracellular solution placed in the hilus of the dentate gyrus. Signals were lowpass
filtered at 20 kHz and digitally sampled at 50 kHz. All experiments were performed in the
presence of D-AP5 (50 pM) to block NMDA receptor activity, bicuculline (10 uM) and CGP
(3 uM) to block respectively GABA-A and GABA-B receptors. Input-output curves were
collected by varying stimulation strength from 40 pA to 120 pA in 40 PA intervals. For
subsequent experiments on basal transmission and synaptic plasticities, the stimulus strength

was set to a level that produced 50% of the maximal responses.
Tissue Processing and Laser Capture Microdissection

P21, 6 and 9-month old C57/BI6J (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) were
anesthetized with intraperitoneal administration of pentobarbital (50 mg/kg body weight) and
the brain was removed and rapidly frozen on heptane and stored at —80°C until sectioning.
For slicing, the frozen brain was mounted onto Tissue-Tek O.C.T compound (Sakura Finetek
France, Villeneuve-d'Ascq, France) on a chuck and placed in a Leica CM3050S cryostat
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) for twenty minutes to equilibrate with the chamber
temperature of —20°C. 60 pum thick sections of the hippocampus region were cut and placed
on polyethylene naphthalate (PEN) Membrane Frame slides (Carl Zeiss, Munich, Germany)
under RNAase-free conditions. Then the slides were immediately placed on dry ice and
stained on the same day using cresyl violet. Briefly, slides were transferred from dry ice into
ice-cold 95% ethanol for 40 sec and incubated in 75% ethanol for 30 sec and in 50% ethanol
for 30 sec. Specimens were briefly stained in 1% cresyl violet solution. Tissue sections were
dehydrated through 50% ethanol (30 sec), 75% ethanol (30 sec), 95% ethanol (30 sec),
followed by two 40 sec incubation in anhydrous 100% ethanol. Slides were dried for 5
minutes at room temperature. Immediately after dehydratation, laser capture microdissection
(LCM) was performed using a PALM MicroBeam microdissection system version 4.8
equipped with a P.A.L.M. RoboSoftware (P.A.L.M. Microlaser Technologies AG, Bernried,
Germany). Microdissection was performed at 5X magnification. Samples were collected in

adhesives caps (P.A.L.M. Microlaser Technologies AG, Bernried, Germany).
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RNA isolation

RNA was processed and analyzed following an optimization of previously published
protocols (Livak et al., 2001; Bustin et al., 2009). To limit RNA degradation, samples were
collected for up to 30 minutes per slide, after which the LCM caps were placed on a sterile
microcentrifuge tube containing 350 ul of lysis buffer. The samples were stored at —80°C

until extraction was done.

Total RNA was extracted from microdissected tissues, i.e. CA3 and dentate gyrus, using the
RNeasy micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s protocol and
and eluted with 14 ul of RNAse-free water. The concentration of RNA was determined using
Nanodrop 1000 and the integrity of RNA was determined using RNA 6000 Pico Kit and
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). The RNA quality was assessed
according to the RNA integrity number (RIN). A RIN threshold value of 7 was fixed and

samples below this value were discarded.
Reverse Transcription

0.2 pg of total RNA was reverse transcribed to cDNA using RevertAid Premium Reverse
Transcriptase (Fermentas) and primed with oligo-dT primers (Fermentas) and random primers

(Fermentas).
Quantitative real-time PCR (q-PCR)

g-PCR was performed using a LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche, Meylan,
France). q-PCR reactions were done in duplicate for each sample, using transcript-specific
primers (Table 2), cDNA (4 ng) and LightCycler 480 SYBR Green | Master (Roche) in a final
volume of 10 ul. The PCR data were exported and analyzed in an informatics tool (Gene
Expression Analysis Software Environment) developed at the NeuroCentre Magendie. For the
determination of the reference gene, the Genorm method was used (Bustin et al., 2009).
Relative expression analysis was corrected for PCR efficiency and normalized against two
reference housekeeping genes. The succinate dehydrogenase complex subunit A (Sdha) and
glucoronidase beta (Gusb) genes were used as houskeeping genes for DG. The succinate
dehydrogenase complex subunit (Sdha) and peptidylprolyl isomerase A (Ppia) genes were
used as housekeeping genes for CA3. The relative level of expression was calculated using
the comparative (2““T) method (Livak and Schmittgen, 2001).
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Table 2. Mouse g-PCR primer sequences.

Gene GenBank ID Forward Sequence (5°-3°) Reverse Sequence (5°-3°)

Sdha NM_023281 TACAAAGTGCGGGTCGATGA TGTTCCCCAAACGGCTTCT
Ppia NM_008907 CAAATGCTGGACCAAACACAA GCCATCCAGCCATTCAGTCT
Gusb NM_010368 AGAAGTCTGTGGCCCACAACA CAGCAGAGTGCCATCCTCTGT
Ptger3 NM_011196 CAGCAACCTGTCAAGTACTACCGA TGACCATCATGGTGATGGGA

Immunostaining

WT and APP/PS1 mice at 9 and 12 months old of age were anesthetized with intraperitoneal
administration of pentobarbital (50 mg/kg body weight) and were fixed by transcardial
perfusion with 50 ml of 4% paraformaldehyde (PFA). Brain was removed and postfixed in
4% PFA overnight and then saturated in a solution with 30% sucrose for 24h. Then brains
were frozen in cold heptane and store at -80°C. Brains were cut into 40 pM-thick frontal
sections on a cryostat at -20°C. Sections were collected into antifreeze medium and stored at -
20°C until the staining protocol. After a thorough wash in PBST (PBS 0.1M + 0.1 %Triton X-
100), free-floating sections were incubated with NDS-T (5% Normal Donkey Serum with
0.1% Triton X-100) for 20 minutes at room temperature. Then sections were incubated with
primary antibody in NDST overnight at 4°C (rabbit anti-IBA1: 1/10 000 Wako; mouse anti-
AR1.16:1/500 Millipore; rabbit anti-GFAP: 1/400 Sigma). After washes in PBST, sections
were incubated with secondary antibodies for 2 hours (anti-rabbit Alexa 647: 1/200; anti-
mouse Alexa 488: 1/200 or anti-rabbit Alexa 488 and anti-mouse Alexa 647). Slices were

finally washed and mounted in mounting medium (vectashield).

Enzyme immunoassay (EIA) determination of PGE,

Upon decapitation the brain was rapidly removed and hippocampus was took and
immediately frozen into liquid nitrogen.The concentration of PGE; produced in hippocampus
was quantified with a specific PGE, competitive EIA kit (ACETM EIA kit, Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA) following the procedures detailed in the instructions. The
detection limit of this EIA kit was 15 pg/mL (80% B/ Bo). Absorbance was measured at 415

nm by a microplate reader model 680 (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).
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Statistical analysis

Values are presented as mean = SEM of n experiments. Unless stated otherwise, a Student’s t
test for 2 groups and a one-way ANOVA with Bonferonni’s test for more than two groups
were used for statistical comparison. Statistical differences were considered as significant at
p<0.05. Statistical analysis was performed with Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA).

Drugs

All drugs were obtained from Tocris biosciences or Sigma-Aldrich

RESULTS

PGE; does not affect basal transmission and presynaptic short-term plasticity at Mf-

CA3 synapses

We tested the effects of PGE; on Mf-EPSCs recorded from CA3 neurons of P21 mice using
the whole-cell voltage clamp mode. CA3 neurons were clamped at -70 mV and Mf-EPSCs
were triggered using minimal intensity stimulation (Marchal and Mulle, 2004) at a low
frequency (0.1 Hz). Bath application of PGE; (1-10 uM) had no effect on the mean amplitude
of Mf-EPSCs (55.4 pA £ 7.6 pA in control condition, n=5; 50.0 pA + 7.7 pA with PGE,, n=7,;
p=0.9634; Fig. 1A). We then looked at the effects of PGE; on paired-pulse facilitation (PPF)
and frequency facilitation (FF), well characterized forms of presynaptic short-term plasticity
displayed by Mf-CA3 synapses (Salin et al., 1996). PGE, (10 uM) neither affected the
pronounced mean PPF (348.5 % + 22.6 % in control condition, n=12; 399.8 + 27.8 % with
PGE,, n=12; p=0.168; Fig. 1B) nor FF (553.8 % * 34.1 % in control condition, n=12; 613.2 +
75.9 % with PGE,, n=12; p=0.0963; Fig. 1C). Last, we found that post-tetanic potentiation
(PTP), a robust increase in Mf-EPSC amplitude lasting several minutes, triggered by a single
train of 100 stimuli at 100 Hz was not affected by PGE; (345.8 % * 47.62 % in control
condition, n=7; 321.5 + 54.72 % with PGE,, n=6; p=0.742; Fig. 1D). These data show that
exogenous application of PGE, neither affected basal synaptic transmission nor different
forms of presynaptic short-term plasticity at Mf-CA3 synapses in young (P21) mice.
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Figure 1: PGE, has no effect on basal transmission and short term plasticity.

A. Representative time course of EPSCs recorded in CA3 pyramidal neurons in response to
low frequency S(_).l Hz) stimulation of mossy fiber in control conditions (black circles) and
after acute application of PGE, (10uM ; red circles). EPSCs amplitude was normalized as
percentage of average baseliné EPSCs amplitude. Each dot corresponds to average of 6
consecutive EPSCs recorded. PGE, (10uM) was added after 10 minutes of baseline and
EPSCs were recorded for 20 more minutes. Traces represent an average of EPSCs
recorded between 20 and 30 minutes. Scale bar is 20 ms for horizontal line and 20 pA for
vertical line. Bar graph represent average amplitude of EPSCs recorded between 20 and
30 minutes (control: n = 5; PGE,: n = 7; ns). B. Average of 30 traces (left) illustratin

paired-pulse facilitation (PPF) at Zoms of MF-EPSCs in control condition or in presence 0
PGE, @OuM). Bar graph represent average paired pulse ratio at 40 ms interstimulus
interval (control: n = 12; PGE.: n = 12; ns). C. Average of 50 traces (left) illustrating
frequency facilitation (FF) of Mf-EPSCs when increasing the simulation frequency from
0.1 Hz to 1 Hz in control condition or in presence of PGE, (10uM). Bar graph of mean FF
from 0.1 Hz to 1 Hz (control: n = 12; PGE,: n = 12; nﬁ? b. Representative time course of
post tetanic potentiation induced by simulafion at 100 Hz during 1s. Bar graph represents
average of normalized EPSCs during the 5 first minutes following the tetanic stimulation
(control: n =8; PGE,: n =7; ns).

PGE; impairs presynaptic long term potentiation at Mf-CA3 synapses

We then investigated whether PGE; affected long-term potentiation of Mf-EPSCs (Mf-LTP),
a presynaptic form of plasticity which is independent of NMDA receptors (Nicoll and
Schmitz, 2005). In control condition, three trains of 100 stimuli at 100 Hz (High Frequency
Stimulus: HFS) triggered presynaptic Mf-LTP (137.4 % % 18.2 %, n=10) as measured by the
mean amplitude of Mf-EPSCs recorded 30-40 minutes after HFS (Figs. 2A, 2B). Bath
application of PGE; (10 pM) 10 minutes before HFS fully prevented Mf-LTP (82.8 % * 6.7
%, n=11 p=0.0086; Figs. 2A, 2B). In contrast, when applied after the induction of Mf-LTP,
PGE; had no effect (data not shown). These results indicate that PGE, impairs the induction

of Mf-LTP, but not its maintenance.
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Figure 2: PGE, impairs presynaptic mossy fiber LTP

A. Average time course of the effect of PGE, (10 uM) on mossy fiber presynaptic LTP. Mf-LTP was induced by
3 bursts of 100 stimuli at 100 Hz with a 10s interburst interval. The complete inhibition of EPSCs by group Il
mGIuR agonist LCCG-1 (10 puM) confirmed that they were Mf-EPSCs. Bar graph represents average of
normalized EPSCs between 30 and 40 minutes after the HFS protocol (control: n = 10; PGE,: n = 11,
**p<0.01). B. Traces represent averages of 60 EPSCs recorded before the protocol (baseline) and between 30
and 40 minutes after HFS protocol, illustrating the effect of PGE, on presynaptic Mf- LTP.

PGE; impacts Mf-LTP through the EP3 receptor

Four subtypes of receptors for PGE, are expressed in the hippocampus, EP1, EP2, EP3 and
EP4 receptors (Zhu et al., 2005), and therefore we investigated which subtype was involved in
the impairment of Mf-LTP. Sulprostone (10 puM), a potent EP3 receptor agonist (Coleman,
1987) mimicked PGE; effect, that is, fully prevented Mf-LTP (control: 137.4 % + 18.1 %,
n=10; PGE,: 82.8 % + 6.7 %, n=11 p=0.0086; sulprostone: 85.7 % + 11.4 %, n=7 p=0.0464;
Fig. 3A). In contrast, ONO-AE1-259-01 (1 uM), a specific EP2 receptor agonist (Mori et al.,
2009) had no effect on Mf-LTP (142 % + 25.7, n=3; p=0.903; Fig. 3A).
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Figure 3: PGE, impairment of Mf-LTP is mediated by specific activation of EP3 receptor

A. Summary plot of the effect of sulprostone (10 uM), a specific EP3 receptor agonist, on Mf-LTP. Bar graph
illustrates the effect of sulprostone and of ONO-AE1-259-01 (1 uM), a specific EP2 receptor agonist, on Mf-
LTP (PGE;: n= X, **p<0,01; sulprostone: n = 7, *p<0.05; ONO-AE1-259-01: n=3, ns). B. Summary plot of
Mf-LTP in presence of EP3 receptor antagonist (ONO-AE3-240; 1uM) prior to PGE, application. Bar graph
illustrates the lack of effect of PGE, on Mf-LTP in the presence of specific EP3 receptor antagonist (PGE,: n=
X, **p<0,01; ONO-AE3-240 + PGE,: n = 5; *p<0.05). As shown in A and B, the complete inhibition of EPSCs
by group Il mGIuR agonist LCCG-1 (10 uM) confirmed that they were Mf-EPSCs.

EP3 receptor activation decreases forskolin-induced potentiation of Mf-EPSCs

EP3 receptor has been described to be coupled to G proteins through a Gi/o subunit (Hatae et
al., 2002; Downey et al., 2011; Vasilache et al., 2007) which negatively regulates adenylyl
cyclase (AC) activity. Presynaptic cAMP is crucial to the regulation of presynaptic
mechanisms at Mf-CA3 synapses; presynaptic receptors coupled to Gs subunit, like 5-HT4
(Kobayashi et al., 2008) or D1 (Kobayashi et al., 2012) have been shown to potentiate Mf-
CAZ3 synaptix transmission. To test the hypothesis of a negative modulation of AC activity

induced by PGE; through the activation of EP3 receptor, we tested the effect of sulprostone
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on a moderate increase of AC activity by forskolin (2.5 pM). As expected, forskolin
progressively increased Mf-EPSC amplitude up to about 200 % (198.5 % + 18.5 %, n=9;
Figs. 4A, 4B). Sulprostone (10 uM) partially reduced the potentiation of Mf-EPSCs induced
By forskolin (128.5 % + 12.8 %, n=6, p=0.0156; Figs. 4A, 4B). These results confirm that

PGE; via EP3 receptor modulated AC activity which controls basal synaptic transmission.
EP3 receptor messenger RNA is expressed in the DG granule cell layer.

PGE; reduced the potentiation of the basal synaptic transmission triggered by forskolin and
impaired presynaptic Mf-LTP. Both effects suggested a presynaptic locus of action for PGE-.

Unfortunately there is as yet no suitable antibody to check for the localization of the EP3
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Figure 4: EP3 receptor specific agonist sulprostone decreases forskolin-induced potentiation of Mf-EPSCs

A. Time course of Mf-EPSCs potentiation induced by bath application of forskolin (2.5 pM) in control condition
and in presence of sulprostone (10 pM). Mf-EPSCs were averaged every minute and normalized to the mean
amplitude of the 10 minutes preceding bath application of forskolin. The complete inhibition of EPSCs by group
Il mGIuR agonist LCCG-1 (10 pM) confirmed that they were Mf-EPSCs. Bar graph illustrates the effect of
sulprostone on forskolin-induced potentiation of Mf-EPSCs (control: n = 9; sulprostone: n = 6; *p<0.05). B.
Traces represent an average of 60 EPSCs recorded between 20 and 30 minutes after forskolin application,
illustrating the effect of sulprostone on forskolin-induced potentiation of Mf-LTP.



receptor in brain sections. Similar to what was recently reported by Shi et al (2012),
commercially available antibodies for EP3 receptors lead to a strong background staining in

+/+

brain sections in both EP3** and EP3"" mice (data not shown) which precluded any relevant
conclusion. We thus investigated the level of expression of messenger RNA (MRNA) coding
for EP3 receptors using laser capture microdissection (LCM) of hippocampal neurons from
CA3 and from the granule cell layer of the DG (Vincent et al., 2002) in brain slices (Figure
5A) followed by quantitative real-time reverse transcriptase - quantitative polymerase chain
reaction (RT-qPCR). Slices were stained with cresyl violet in order to better visualize CA3
and DG regions (Fig. 5A). Samples used to detect the expression of EP3 mRNA levels were
obtained from P21, 6 and 12 months old mice. Gene expression level was normalized to
succinate dehydrogenase subunit A (SDHA) housekeeping gene and relative mRNA
expression was presented relative to CA3 region from P21 mice. EP3 mRNA was barely
detectable in CA3 whereas it was clearly expressed in the DG (P21: 2.1 fold £ 0.3, n=3;
p=0.0408; 6 months: 2.3 fold £ 0.06, n=3; p=0.0185; 12 months: 2.9 fold = 0.2, n=3;
p=0.0017; Fig. 5B). The expression of EP3 mRNA by DG granule cells neither necessarily
means the expression of a functional receptor itself nor does it specifies its localization.
However, in light of the electrophysiological effects of PGE,, the most likely cellular

localization for the EP3 receptor are Mfs originating from DG granule cells.
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Figure 5: EP3 receptor expression in
dentate gyrus and CA3 pyramidal layer

A. Laser capture microdissections (LCM) of
dentate gyrus and CA3 neurons. Hippocampi
were stained with cresyl violet. Left upper
panel: intact hippocampus before LCM.
Right upper panel: hippocampus after LCM.
Left lower panel: LCM captured CA3
neuronal layer. Right lower panel: LCM
captured dentate gyrus. Bar = 300 um B.
Quantitative real time polymerase chain
reaction of hippocampal EP3 receptor mRNA
derived from wild type mice at P21, 6- and
12-months in dentate gyrus and CA3
pyramidal layer. Bar graph illustrates the
31 _+* * increase of expression in DG compare to
CAS3 pyramidal layer at different age. (n=3
per group; *p<0.05; ***p<0.001)

w

Fold change over P21
N

Neuroinflammatory status of wild type mice versus APP/PS1 mice

PGE; is a key neuroinflammatory molecule linked to AD in epidemiological studies (McGeer
and McGeer, 2007) and in transgenic mouse models of AD (Liang et al., 2005; Kotilinek et
al., 2008; Shi et al., 2012). We thus hypothesized that PGE2 may affect the plasticity of Mf-
CAZ3 synapses during the course of the neuroinflammatory reaction in mouse models of AD.
We first quantified PGE, within the hippocampus during aging both in WT and APP/PS1
mice. PGE,. No significant difference in PGE;, levels was observed between WT and
APP/PS1 mice (Fig. 6) at ages up to 9 months (6 months: WT: 10.0 £ 1.4 pg/mg, n=8;
APP/PS1: 10.1 £ 0.84 pg/mg, n=9; p=0.9573; 9 months: WT: 9.54 + 0.98 pg/mg, n=14;
APP/PS1: 10.71 + 1.51 pg/mg, n=12; p=0.5113). PGE; levels were significantly increased in
APP/PS1 mice at 12 and 15 months of age (12 months: WT: 10.91 £ 0.9 pg/mg, n=18;
APP/PS1: 14.67 + 1.36 pg/mg, n=17; p=0.0265; 15 months: WT: 10.87 £ 2.38 pg/mg, n=6;
APP/PS1: 17.07 = 1.42 pg/mg, n=13; p=0.0376; Fig. 6). Interestingly, the expression of
hippocampal EP3 mRNA was reported to increase starting at 12 months of age in the same
APP/PS1 mouse model (Shi et al, 2012)
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Bar graphs represent levels of PGE; in
whole hippocampus in  WT and
APP/PS1 at different ages. (6 months:
WT, n=8, APP/PS1, n=9, ns; 9 months:
WT, n=14, APP/PS1, n=12, ns; 12
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We then characterized the inflammatory status of the hippocampus in WT and APP/PS1 mice
at 12 months that is when the level of PGE; in the hippocampus is significantly different
between the genotypes. Neuroinflammation is accompanied with activation of microglia, the
innate immune cell of the brain, and of astrocytes, a process leading to profound
morphological changes (Haynes et al., 2006). The status of activation of microglia and
astroctyes was studied in the hilus and in the stratum lucidum, i.e., the CA3 region where
mossy fibers are synapsing onto thorny excrescences. We used ionized calcium binding

adaptor molecule 1 (Iba-1) to investigate microglial activation.

In WT mice, astrocytes appeared uniformly distributed throughout the hippocampus (Fig.
7A). They displayed thin cell bodies with elongated processes both in the stratum lucidum
(Fig. 7B, top) and in the hilus (Fig. 7B, bottom). In APP/PS1 mice, astrocytes were abundant
in the hilus, the stratum radiatum and the stratum moleculare but scarce in the stratum
lucidum (Fig. 7C). In the hilus, the increased number of astrocytes with respect to WT was
accompanied with an enlargement of cell bodies with less ramified processes (Fig. 7D
bottom), a typical morphology of activated astrocytes. In contrast, the morphology of
astrocytes in the stratum lucidum looked very similar to that in WT mice. Microglia appeared

uniformly distributed throughout the hippocampus in WT mice, both at 9 and 12 months of
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age, and was of the ramified type, that is in a quiescent state; microglial cells displayed a
small cell body and many thin processes (Figs. 8A bottom and 8C bottom). In contrast in
APP/PS1, microglial cells were clearly segregated in the vicinity of amyloid plaques in the
stratum moleculare (Figs. 8B and 8D). Microglial cells displayed amoeboid morphology
around plaques (red signal), i.e enlarged cell body and few elongated processes (Figs. 8B
bottom right and 8D bottom right). Activated microglial cells were more numerous in the
hippocampus of APP/PS1 mice at 12 months than at 9 months and were mainly restricted to

stratum moleculare. Few activated microglial cells were found in the hilus, the stratum

radiatum and the stratum lucidum (Figs. 8B and 8D).
A

Figure 7: Neuroinflammatory
status in WT versus APP/PS1 mice

Representative ~ micrographs  of
astrocytes in the hippocampus. A.
Hippocampus of 12 months old wild
type mouse. Astrocytes are stained
with anti-GFAP antibody. Bar scale
= 200 um. B. Magnification of
hippocampal area, stratum lucidum
(top) and hilus (bottom). Bar scale
= 10 um. C. Hippocampus of 12
months old APP/PS1 mouse. Bar
scale = 200 um. D. Magnification
of hippocampal area, stratum
lucidum (top) and hilus (bottom).
Bar scale = 10 um. Dotted line in A
and C delineate the dentate gyrus
and CA fields
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Figure 8: Neuroinflammatory status in WT vs APP/PS1 mice

Representative micrographs of microglial cells in the hippocampus. A. Hippocampus of 9 months old wild type
mouse. Microglial cells are stained with anti-IBA1 antibody (green signal) and nuclei are stained with DAPI
(blue signal). Bar scale = 200 um. Bottom image is a focus on stratum lucidum. Bar scale = 10 um. B.
Hippocampus of 9 months old APP/PS1 mouse. Amyloid plaques are stained with anti-AR,..¢ antibody (red
signal). Bar scale = 200 um. Bottoms images are focus on stratum lucidum (left) and stratum moleculare
(bottom right). Bar scale = 10 um. Note the presence of few diffuse amyloid plaques (red signal) in stratum
moleculare surrounded by enlarged microglial cells. No amyloid plaques were observed in stratum lucidum. C.
Hippocampus of 12 months old wild type mouse. Bar scale = 200 um. Bottom image is a focus on stratum
lucidum. Bar scale = 10 um. D. Hippocampus of 12 months old APP/PS1 mouse. Bar scale = 200 pm. Bottom
images are focus on stratum lucidum (left) and stratum moleculare (bottom right). Note the presence of
enlarged microglial cells in the vicinity of diffuse amyloid plaques (red signal) in stratum moleculare. Bar
scale = 10 um.
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Presynaptic Mf-LTP is impaired in 12 month-old APP/PS1 mice

Since PGE; alters synaptic plasticity at Mf-CA3 synapses in WT mice, we investigated what
could be the impact of increased levels of PGE, caused by neuroinflammation in APP/PS1
mice. Because of the difficulty in obtaining patch-clamp recordings from 9 and 12-months old
mice, we recorded field excitatory postsynaptic potentials (fEPSP) in the remaining of the
study. We did not observe any differences in input-output relationships for fiber volley
amplitude versus fEPSP slope at 9 months and 12 months of age (12 months: WT: 0.21
mV/ms + 0.08 mV/ms, n=8; APP/PS1: 0.28 mV/ms = 0.12 mV/ms, n=6; p=0.624; Fig. 9A)
between WT and APP/PS1 mice. Similarly, at both these ages PPF and FF were not affected
at Mf-CA3 synapses of APP/PS1 mice (FF, 12 months: WT: 532.4 % + 88.36 %, n=8;
APP/PS1: 417.6 + 122.9 %, n=6; p=0.4316; Fig. 9B). (PPF, 12 months: WT: 383.2 % + 74.86
%, n=8; APP/PS1: 281.6 + 37.36 %, n=6; p=0.2959; Fig. 9C), Finally we investigated the
impact of aging and genotype on Mf-LTP using a high frequency stimulation (HFS) protocol
consisting of 3 trains of 100 stimuli at 100 Hz. No difference in the extent of Mf-LTP was
observed between APP/PS1 mice and their WT littermates (WT: 152.1 % £ 13.6 %, n=5;
APP/PS1: 160 % + 11.4 %, n=5; p=0.6691; Fig. 10A). In contrast, presynaptic LTP was
reduced from about 175% in WT mice to 132% in APP/PS1 mice at 12 months of age (WT:
176.9 % + 14.05 %, n=11; APP/PS1: 132.3 % £ 5.99 %, n=10; p=0,038; Fig. 10B).

Impairment of presynaptic LTP in APP-PS1 mice involves EP3 receptor

We then explored the possible link between reduced Mf-LTP and increased levels of PGE; in
12 months old APP/PS1 mice. PGE; (10 uM) completely abolished Mf-LTP in 12-months old
WT mice (control: 176.9 % + 14.05 %, n=11; PGE,: 113 % * 5.78 %, n=6; p=0.0056; Fig.
11A), an effect which was faithfully mimicked by sulprostone (1 puM) (control: 176.9 % =+
14.05 %, n=11; sulprostone: 102.9 % + 19.06 %, n=3; p=0.0257; Fig. 11A). We then
hypothesize that the building up of ambient PGE; produced within the course of the pathology
in APP/PS1 mice was responsible for, or at least involved in, the impairment of LTP via the
EP3 receptor.
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Figure 9: Basal synaptic transmission and short term plasticity are not affected in APP/PS1 up to 12 months
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A. Input-output relationship between the amplitude of fiber volley and the slope of fEPSP for gradually
increasing stimulation intensities in wild type animals (black circle) and APP/PS1 animals (white circles) at 12
months. Representative traces (middle) represent average of 60 mossy fiber responses with presynaptic
component (fiber volley) and postsynaptic component (fEPSP). Bar graph illustrates the average of fEPSPs
slopes (WT: n = 7; APP/PS1: n = 6, ns). B. Representative traces of 50 field recordings illustrating FF of Mf-
EPSPs when increasing the simulation frequency from 0.1 Hz to 1 Hz in WT mice and APP/PS1 mice at 9
months. Bar graph represents the mean FF from 0.1 Hz to 1 Hz (WT: n = 7; APP/PS1: n = 6, ns). C.
Representative traces of 50 field recordings illustrating paired-pulse facilitation (PPF) at 40ms in WT mice and
APP/PS1 mice at 9 months. Bar graph represent the average of fEPSPSs slopes (WT: n = 7; APP/PS1: n = 6,

ns).
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Figure 10: Presynaptic Mf-LTP is impaired in APP/PS1 at 12 months old

A. Average time course of mossy fiber presynaptic LTP in WT and APP/PS1 mice at 9 months old. Mf-LTP was
induced by 3 bursts of 100 stimuli at 100 Hz with a 10s interburst interval. Bar graph represents average of
normalized fEPSPs slopes between 30 and 40 minutes after the HFS protocol (WT: n = 5; APP/PS1: n =5, ns).
Traces represent an average of 60 recordings before LTP protocol (baseline) and between 30 and 40 minutes
after HFS protocol in WT and APP/PS1. B. Average time course of mossy fiber presynaptic LTP in WT and
APP/PS1 mice at 12 months old. LTP is reduced by about half. Bar graph illustrates the impairment of
presynaptic LTP in APP/PS1 compare to WT mice (WT: n = 11; APP/PS1: n = 11; *p<0.05). As shown in A
and B, the complete inhibition of EPSCs by group Il mGIuR agonist LCCG-1 (10 uM) confirmed that they were
Mf-EPSCs.

We thus tested the effects of ONO-AE3-240 on Mf-LTP in APP/PS1 mice. ONO-AE3-240 (1
M) added 30 minutes prior to the HFS burst completely abrogated the impairment of Mf-
LTP in APP/PS1 mice (APP/PS1: 132.3% + 5.98 %, n=10; 174.3 % * 13.6 %; APP/PS1 +
ONO-AE3-240, n=9; p=0.0092; Fig. 11B). Taken together, these results provide strong
evidence that PGE; acting via an EP3 receptor was responsible for the impairment of Mf-LTP
in APP/PS1 mice, at a stage where neuroinflammation leads to increased levels of PGE..
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Figure 11: Inhibition of EP3 receptor rescues completely the impairment of presynaptic Mf-LTP in APP/PS1
mice

A. Average time course of the effect of PGE, (10 uM) and sulprostone (10 uM) on presynaptic Mf-LTP in WT
12 months old mice. Bar graph represents average of normalized slopes from fEPSPs between 30 and 40
minutes after the HFS protocol (control: n = 11; PGE,: n = 6; sulprostone: n=3; *p<0.05). Traces represent
averages of 60 field recordings before the protocol (baseline) and between 30 and 40 minutes after HFS
protocol, illustrating the effect of PGE, on presynaptic Mf-LTP. B. Effect of ONO-AE3-240 (1 uM) on Mf-LTP
in APP/PS1 mice at 12 months old. Average time course bar graph and traces illustrate the rescue of Mf-LTP in
presence of ONO-AE3-240 in APP/PS1 mice (WT: n = 11; APP/PS1: n = 11; APP/PS1 + ONO-AE3-240: n =
11; *p<0.05). As shown in A and B, the complete inhibition of EPSCs by group Il mGIuR agonist LCCG-1 (10
pUM) confirmed that they were Mf-EPSCs.
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DISCUSSION

Our findings demonstrate that PGE, acting through the EP3 receptor subtype impairs synaptic
plasticity at Mf-CA3 synapses. We further provide evidence that in the APP/PS1 mouse
model of AD, the PGE; - EP3 receptor signaling pathway is responsible for impairment of the
presynaptic LTP at Mf-CA3 synapses by showing that the blockade of EP3 receptors fully
reverses the impairment of LTP at a physiopathological stage (12 months) characterized by
both marked neuroinflammation and chronically elevated levels of the neuroinflammatory
molecule PGE;. These results highlight EP3 receptors as a potential therapeutical target to
alleviate synaptic dysfunction, hence cognitive deficits in the course of AD.

PGE; inhibits Mf-LTP by acting through EP3 receptors likely localized presynaptically. PGE;
and COX-2 signaling pathway modulates hippocampal synaptic transmission and/or plasticity
(Sang et al., 2005; Chen and Bazan, 2005; Yang et al., 2009). Depending on its level, PGE,
can either be beneficial or detrimental to hippocampal plasticity. Endogenous basal levels of
PGE; regulate membrane excitability and synaptic transmission in hippocampal CA1 (Chen et
al., 2002; Chen and Bazan, 2005) and are necessary for memory acquisition (Rall et al.,
2003), memory consolidation (Teather et al., 2002) and spatial memory retention (Shaw et al.,
2003; Sharifzadeh et al., 2006; Cowley et al., 2008). In contrast, transgenic mice
overexpressing Cox-2 in hippocampal neurons display cognitive deficits (Andreasson, 2011).
Because PGE; can bind to four subtypes of receptors (EP1-4) which are all expressed in the
hippocampus, its effects may vary accordingly. Here we show that activation of EP3 receptors

inhibits a presynaptic form of LTP at Mf-CA3 synapses.

EP3 receptors couple with the Gj-adenylyl cyclase - cAMP pathway leading to inhibition of
CAMP generation (Irie et al., 1993, 1994; Breyer et al., 2001). Two isoforms of adenylyl
cyclase (AC) are expressed by hippocampal neurons; AC1 and AC8 (Xia et al., 1991; Wang
et al., 2003). AC8 activity is exclusively dependent on intracellular Ca** (Nielsen et al., 1996)
whereas AC1, which is highly expressed in dentate granule cells (Xia et al., 1991), is both
regulated by G proteins and intracellular Ca?* (Willoughby and Cooper, 2007). Therefore, it
seems that only AC1 may be linked to PGE,-EP3 signaling pathway. Activation of this
pathway does not modulate basal synaptic transmission but our results are consistent with
other studies showing that simple deletion of AC1 (Villacres et al., 1998) or double deletion
of AC1/AC8 (Wang et al., 2003) do not affect basal properties of Mf-CA3 synapses. However
we did observe a decrease of EPSCs amplitude when they were previously enhanced by
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forskolin, an activator of adenylyl cyclase. These results show that the sole activation of
PGE,-EP3 signaling pathway is not sufficient to modulate synaptic basal transmission
whereas it may interact with pathways linked to adenylyl cyclase, when AC is previously
activated. The presynaptic form of LTP at Mf-CA3 synapses depend on an increased
activation of AC (Wang et al., 2003; Schmitz and Nicoll, 2005). In keeping with this, we
found that PGE;, impaired presynaptic Mf LTP, an effect mimicked by sulprostone (EP3
agonist) and blocked by ONO-AE3-240 (EP3 antagonist), whereas ONO-AE1-259-01 (EP2
agonist) had no effect. These data provide strong evidence for an effect of PGE, mediated by
EP3 receptor most likely expressed by mossy fibers and that PGE, acts by downregulating
AC activity triggered by the HFS bursts.

This represents the first study showing that EP3 receptors also modulate hippocampal
synaptic plasticity. We propose that EP3 receptors act at a presynaptic level. Due to the lack
of a suitable antibody against EP3 receptors (this study; Shi et al., 2012), we were not able to
ascertain its cellular localization. However there is a coherent array of arguments pointing at a
presynaptic localization of EP3 receptor at Mf-CA3 synapses. First, PGE, specifically
modulates the release of neurotransmitter by Mf through a EP3 receptor G;-adenylyl cyclase -
cAMP pathway. Second, PGE,-EP3 signaling pathway specifically impairs presynaptic Mf-
CA3 LTP. Third, DG cells express EP3 mRNA whereas it is barely detectable in CA3
neurons. Fourth, hippocampal expression of presynaptic proteins such as synaptophysin,
synapsin 1, SNAP-25 or VAMP-2 is regulated by PGE2-EP3R signaling pathway in APP/PS1
mice, whereas the expression of proteins belonging to the postsynaptic density (PSD) is not
(Shi et al., 2012). These arguments do not rule out a putative glial expression of EP3 receptors
(Kitanaka et al., 1996; Slawik, 2004). However, glial process have a restricted access to Mf-
CA3 synaptic cleft in physiological conditions (Rollenhagen and Libke, 2010) and therefore a
major role for glial EP3 receptor in the modulation of Mf synaptic plasticity seems unlikely
(Haustein et al., 2014).

Elevation of PGE, during AD-linked neuroinflammatory processes is responsible for
impairment of synaptic plasticity at Mf-CA3 synapses. Most relevant to our study, PGE,-EP3
signaling seems to be a key component in the progression of the pathology in a mouse model
of Alzheimer disease (Shi et al., 2012). The present finding of a PGE,-EP3 signaling linked to
the impairment of the presynaptic Mf-LTP in wild type mice prompted us to investigate if this
plasticity was altered in APP/PS1 mice during the course of the disease and if PGE,-EP3

signaling pathway was involved. So far, most of the studies focussed on synaptic failure in
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mice models of AD have not addressed if and how progressive neuroinflammatory processes
were linked with synaptic dysfunction. Here we show that presynaptic Mf-LTP was impaired
in APP/PS1 mice starting at 12 months of age, whereas presynaptic short-term plasticity
(frequency facilitation and paired pulse facilitation) was not altered. This time course parallels
the significant increase in hippocampal levels of PGE, which we observed in APP/PS1 mice
between 9 and 12 months of age. In addition, an EP3 receptor antagonist fully recovered from
impaired Mf-LTP in 12-months old APP/PS1 mice. Our data clearly support a key role of
PGE,-EP3 signaling in the development of synaptic dysfunction in neuroinflammatory
processes linked to AD. Interestingly, in APP/PS1 mice, a time point of 8 months was
proposed for the onset of inflammatory gene expression of IL-1B, iNOS and TNFa which is
driven by an increased expression of hippocampal EP3 mRNA (Shi et al, 2012). The time
course of impairment of presynaptic Mf-LTP correlates with the appearance of sparse
amyloid plaques in the hilus and the stratum lucidum, associated with enlarged astrocytes and

microglia at 12 months of age.

Pathophysiological relevance of PGE,-EP3 signaling at the Mf-CA3 synapse in the contex of
AD. Mf-CA3 synapses are endowed with exclusive functional properties such as prominent
short-term plasticity and a presynaptic form of LTP independent of NMDA receptors
(Pinheiro and Mulle, 2008). Potential alteration of Mf synaptic function in the context of AD
has only received limited attention, despite the key role of DG-CA3 circuits in the encoding
of new spatial information and complex mnemonic processes (Marchetti and Marie, 2013).
Impaired Mf-LTP was previously observed in senescent (24 months) APP/PS1 mice. Our
study demonstrates for the first time that presynaptic Mf-LTP is specifically altered through a
PGE,-EP3 signaling pathway in APP/PS1 mice at 12 months of age and most importantly can
be entirely rescued by the pharmacological blockade of the EP3 receptor. PGE,-EP3 signaling
appears to be instrumental in neuroinflammation processes (Shi et al., 2012) linked to
synaptic alterations. Further work should elucidate engagement of PGE,-EP3 signaling
pathway during neuroinfammatory processes is linked to AD-related cognitive deficits.
Interestingly, contextual fear conditioning is altered in APP/PS1 mice (Kilgore et al., 2010)
and PGE; was described to be necessary and sufficient to induce CFC when injected in the

dorsal hippocampus (Hein et al., 2007).

In summary, this work establishes that PGE, signaling via the EP3 receptor selectively
impairs synaptic plasticity at Mf-CA3 synapses. It confirms and extends previous

observations showing that this pathway is implicated in neuroinflammatory processes in the
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course of AD (Shi et al., 2012), and identifies a presynaptic form of LTP as a target and a
potential explanation for deficits in one-trial memory. Our work leads to the promising idea of
a therapeutical targeting of a receptor instead of an upstream global inhibition of the

production of PGE, which may have deletarious effects.
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DISCUSSION

Lors de cette thése, nous avons étudié les mecanismes d'action de PGE, sur la
transmission et la plasticité synaptique a la synapse FM-CA3 de I'hippocampe, dans un
contexte physiologique et dans un contexte neuroinflammatoire chronique chez un modéle

murin de la maladie d'Alzheimer (MA), la souris APPswe/PS1AE9.

L'hippocampe est une structure essentielle pour les mécanismes d'apprentissage et de
mémorisation. Avec le cortex préfrontal, I'hippocampe est la structure la plus impactée dans la
MA. Parmi la myriade de facteurs inflammatoires produits au cours de la MA, PGE; semble
jouer un role clé car sa production est fortement augmentée dans le cerveau des patients
atteints de la MA et le blocage chronique de sa synthése par des anti-inflammatoires non

stéroidiens (AINS) réduit la prévalence de la pathologie.

L’application de PGE; sur des tranches d'hippocampe issues de souris sauvages jeunes
entraine un déficit de la potentialisation a long-terme (PLT) présynaptique & la synapse FM-
CA3 via I’activation spécifique de récepteurs EP3. Chez la souris APPswe/PS1AE9 agée de
12 mois qui présente une augmentation significative de la concentration de PGE, dans
I'nippocampe, cette méme PLT est fortement diminuée comparé a la souris sauvage du méme
age. Le blocage du récepteur EP3 chez la souris APPswe/PS1AE9 occulte la diminution de la
PLT montrant ainsi que le seul déficit synaptique observé a la synapse FM-CA3 est di a

’activation du récepteur EP3 par PGE..

Ces principaux résultats ouvrent la voie a de nombreuses questions notamment en ce
qui concerne les mécanismes moléculaires et cellulaires de la voie de signalisation du

récepteur EP3 dans la PLT présynaptique a la synapse FM-CA3.
Localisation cellulaire du récepteur EP3

Notre étude a permis de révéler I’'implication du récepteur EP3 dans le déficit de la
PLT présynaptique. L'ensemble de nos données électrophysiologiques et des données de la
littérature concernant la voie de signalisation associée sont compatibles avec une expression

présynaptique du récepteur EP3 sur la fibre moussue mais nous n'avons pas de preuve directe.
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Les travaux récents de Shi et al. (2012) rapportent que la diminution de I'expression
de protéines présynaptiques (synaptophysin, synapsin 1) et de protéines impliquées dans la
libération vésiculaire de neurotransmetteurs (SNAP-25 et VAMP-2) chez la souris
APPswe/PS1AE9 est réversée par la delétion du récepteur EP3. A l'inverse la diminution
d’expression des protéines de la densité postsynaptique n’est pas affectée par la délétion du
récepteur EP3. Ces résultats établissent que la voie de signalisation couplée au récepteur EP3
module sélectivement I'expression de protéines présynaptiques ce qui suggére indirectement

une localisation présynaptique du récepteur.

Il n'existe pas de données solides concernant la mise en évidence par
immunhistochimie des différents sous-types de récepteurs aux PGE; dans I'hippocampe. Ainsi
dans nos mains, l'anticorps utilisé pour mettre en évidence le récepteur EP3 dans
I'nippocampe (Zhu et al., 2005) donne le méme marquage sur des cerveaux issus de souris

sauvages et des souris EP3" (Annexe 2).

Pour ces raisons techniques, le patron d'expression du récepteur EP3 dans
I'nippocampe est donc inconnu. Afin de pallier a I'absence d'anticorps réellement spécifiques
pour EP3, et d'affirmer ou d'infirmer son expression par les cellules granulaires du gyrus
dentelé, nous avons prélevé par microdissection laser la couche pyramidale CA3 et la couche
granulaire du gyrus dentelé pour détecter I'expression d'’ARN messager du récepteur EP3 par
PCR quantitative. L'ARNm du récepteur EP3 est notablement exprimé dans la couche

granulaire du gyrus dentelé et a la limite de détection dans la couche CA3.

Ces résultats, s'ils nous permettent d'objectiver I'expression de I'ARNm du récepteur
EP3 par les cellules granulaires, ne nous permettent pas d'affirmer que le récepteur EP3 est
exprimé au niveau présynaptique a la synapse FM-CA3. Nous ne pouvons pas éliminer la
possibilité d'une expression gliale du récepteur EP3 telle qu'elle a été décrite in vitro pour les
astrocytes et la microglie (Kitanaka et al., 1996) et in vivo dans la microglie aprés lésion
excitotoxique (Slawik, 2004).

Mécanismes cellulaires de I’effet de PGE; sur la PLT a la synapse FM-CA3

Le résultat principal de notre étude concerne 1’altération de la PLT par PGE; via un
récepteur EP3. L’absence de données certaines concernant la localisation du récepteur EP3 ne
nous permet pas d'affirmer une mécanistique liant I'activation du récepteur EP3 par PGE, et

I'altération de la PLT, mais nous pouvons tout de méme proposer plusieurs hypotheses.
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La premiére hypothese, la plus plausible, est basée sur la localisation du récepteur EP3
directement sur le bouton présynaptique de la fibre moussue. L’activation du récepteur EP3
couplé a une protéine Gi/o entraine I’inhibition de ’adenylyl cyclase, une diminution de la
production d’AMPc et donc une diminution de I’activité de la PKA dans le bouton. Une
diminution de I’activité de la PKA entraine une diminution de la probabilité de libération dans
le bouton présynaptique. En effet, la PKA phosphoryle certaines protéines impliquées dans la
libération de glutamate comme la Rabphilin 3A (Castillo et al., 1997b), ou Rimla
(Chevaleyre and Castillo, 2002). Cette phosphorylation va entrainer une augmentation de la
libération de neurotransmetteurs au niveau de chaque zone active de la synapse FM-CA3
augmentant ainsi la probabilité de libération globale dans le bouton présynaptique.
L’activation du récepteur EP3 pourrait donc directement inhiber I’adenylyl cyclase 1 (AC1)
dans le bouton présynaptique, diminuant I’activit¢é de la PKA et donc la probabilité de

libération globale dans le bouton présynaptique.

Une deuxiéme hypothese implique un mécanisme indirect. PGE; inhibe la libération
de monoamines via I’activation de récepteurs EP3 (Reimann et al., 1981; Schlicker et al.,
1987; Exner and Schlicker, 1995; Glnther et al.,, 2010), or [l'induction de la PLT
présynaptique a la synapse FM-CA3 nécessite I’activation de récepteurs B-adrénergiques
(Hopkins and Johnston, 1984, 1988; Sakai et al., 1991; Huang and Kandel, 1996; Hagena and
Manahan-Vaughan, 2012). Les récepteurs B-adrénergiques sont des récepteurs couplés a une
protéine G stimulatrice. La noradrénaline en se fixant sur ses récepteurs activerait donc
I’adenylyl cyclase présynaptique et augmenterait 1’activité de la PKA. En activant des
récepteurs EP3 sur les terminaisons noradrénergiques au voisinage de la synapse FM-CA3,
PGE; bloguerait la libération de noradrénaline. Cette absence de noradrénaline entrainerait
une diminution de I’activité de la PKA sur les cibles de la machinerie vésiculaire dans le
bouton présynaptique et donc empécherait le déclenchement de la PLT présynaptique. Afin
de tester cette hypothése, il faudrait activer directement les récepteurs R-adrénergiques de la
fibre moussue et appliquer PGE,. La perte de I’innervation adrénergique due a PGE,, pourrait
étre compensée par l’activation directe des récepteurs B-adrénergiques et entrainer une

restauration partielle ou totale de la PLT.

Une troisieme hypothése impliquerait une expression gliale du récepteur EP3 dont
I'activation modulerait la libération d'un facteur diffusible agissant sur la PLT a la synapse
FM-CA3. Ce mecanisme suppose que la glie puisse agir sur la PLT présynaptique en

conditions basales ce qui a ce jour n'a jamais été démontré. Pour les astrocytes, un candidat
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plausible pourrait étre le glutamate néanmoins la morphologie particuliere de la synapse FM-
CAZ3 ne semble pas permettre la présence de fins prolongements astrocytaires a proximité des
sites actifs de libération (Rollenhagen et al., 2007). L’implication des cellules gliales est donc
tres hypothétique et la premiere étape serait de mettre en évidence I’implication des différents
types de cellules gliales dans la transmission basale et dans les différents types de plasticités a

court terme et a long terme & la synapse FM-CAS3.
PGE; ne module pas la transmission synaptique basale a la synapse FM-CA3

Selon notre hypothése mécanistique la plus plausible, PGE, inhibe la PLT
présynaptique par la diminution de la concentration d’AMPc et la diminution de ’activité de
la PKA. Néanmoins, la transmission basale n’est pas affectée par I’application de PGE,. La
transmission basale a la synapse FM-CAS3 est connue pour étre dépendante de la concentration
d’AMPc dans le bouton présynaptique et une variation de cette concentration entraine des
variations d’amplitudes des réponses synaptiques. Dans ce contexte, la question se pose de
savoir pourquoi I’activation du récepteur EP3 n’affecte pas la transmission basale. Plusieurs
hypothéses explicatives, qui dépendent ici aussi de la localisation du récepteur EP3, peuvent

étre envisagées.

Dans I’hypothése ou le récepteur EP3 se situe sur le bouton présynaptique de la fibre
moussue, I’activation de ce récepteur couplé a une protéine Gi/o induit I’inhibition de
I’adenylyl cyclase. Il existe deux types d’adenylyl cyclase dans la terminaison présynaptique a
la synapse FM-CA3: l'adenylyl cyclase 1 (AC1) et 8 (AC8; Xia et al., 1993; Cali et al.,
1994). ACS est considérée comme un senseur calcique pur puisque elle n’est ni stimulée ni
inhibée par les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG ; Nielsen et al., 1996). Seule AC1
peut fonctionner comme un détecteur de coincidence répondant a une augmentation de
calcium intracellulaire et a ’activation de RCPG. L’activation du récepteur EP3 entrainerait
donc Dinhibition spécifique d’AC1. Néanmoins, une étude a montré que la délétion
simultanée d’AC1 et d'AC8 dans I’hippocampe provoquait une diminution de la PLT
présynaptique mais n’avait aucun effet sur la transmission basale (Wang et al., 2003). Ce
résultat démontre que I’inhibition seule d’AC1 peut entrainer une inhibition de la PLT
présynaptique sans action sur la transmission basale ce qui est en accord avec nos résultats qui
montrent une diminution de la PLT via le récepteur EP3 couplé a I'AC1, et ceci sans action

sur la transmission synaptique basale.
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Dans I’hypothése ou le récepteur EP3 est exprimé par les terminaisons
noradrénergiques, 1’absence d’effets de PGE; sur la transmission basale peut étre expliquée
simplement. En effet, la noradrénaline via les récepteurs R-adrénergiques n’est pas impliquée
dans les réponses synaptiques basales a la synapse FM-CA3 alors qu’elle est impliquée dans
la PLT présynaptique (Hagena and Manahan-Vaughan, 2012). L’inhibition de la libération de
la noradrénaline par ’activation du récepteur EP3 n’aurait ainsi d’effets que sur la PLT

présynaptique et pas sur la transmission basale.

(,,PGEz
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moussue Récepteurs W\X 3

EP3 Vi R
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EP3 Fibre
noradrénergique

Récepteurs
R-adrénergiques
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VGCC  Ca*

Figure 13. Hypotheése de I’action de PGE2 sur la PLT présynaptique.

Schéma illustrant les hypothéses mécanistiques responsables de I’inhibition de la PLT
présynaptique par PGE,. La premiére hypothése est une action directe sur les récepteurs EP3
localisés au niveau du bouton présynaptique de la fibre moussue. L’activation du récepteur
EP3 diminue D’activit¢ de ’adenylate cyclase (AC) au niveau du bouton entrainant une
diminution de I’activité de PKA et une diminution de la libération de glutamate. La deuxiéme
hypothése est une action indirecte via une innervation noradrénergique de la fibre moussue.
L'activation de récepteurs [-adrénergiques est nécessaire a I’induction de la PLT
présynaptique a la fibre moussue. L’activation des récepteurs EP3 présynaptique inhiberait la
libération de noradrénaline par les fibres noradrénergiques ce qui conduirait a une diminution
de l'activation des récepteurs B-adrénergiques du bouton présynaptique et a une inhibition de
laPLT.
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Augmentation de la production de PGE; chez les souris APP/PS1 a 12 mois

Notre étude montre une tendance a l'augmentation de la concentration de PGE, dans
I'nippocampe a 9 mois et une augmentation significative & 12 mois chez la souris
APPswe/PS1AE9. Nos résultats sont donc en accord avec une étude récente qui détermine que
I’expression de nombreuses molécules inflammatoires commence a augmenter de facon
significative a partir de 8-9 mois dans 1’hippocampe de souris APPswe/PS1AE9 (Shi et al.,
2012). Dans cette étude les auteurs indiquent que PGE; via I’activation du récepteur EP3
entraine une augmentation de 1’expression des enzymes responsables de la synthése de PGE;
(Cox-2). Nos résultats qui montrent une augmentation significative de la concentration de
PGE; dans I’hippocampe a 12 mois pourraient s'expliquer par une augmentation progressive
de I’activation du récepteur EP3 entre 9 et 12 mois. Cette augmentation de concentration de
PGE; suivrait donc temporellement 1’augmentation de ’expression du récepteur EP3 dans

I’hippocampe.

Notre étude nous a permis de mettre en évidence une augmentation de la concentration
de PGE; dans I’hippocampe chez la souris APPswe/PSIAE9 vers 12 mois. Néanmoins ce
résultat ne nous permet pas de connaitre précisément quel type cellulaire est a ’origine de
cette augmentation. Il existe plusieurs sources possibles, non exclusives, de la production de
PGE; dans le tissu cérébral. PGE; peut étre libéré par la microglie mais aussi par les neurones
et les astrocytes (Pistritto et al., 1999; Sang et al., 2005). Les enzymes clés de la synthese de
PGE_,, c'est a dire les Cox et mMPGES sont co-exprimées dans les neurones pyramidaux de
I’hippocampe et leur expression est fortement augmentée dans la MA (Chaudhry et al., 2010).
D'autre part, in vitro, les fibrilles d’AB peuvent activer plusieurs complexes de récepteurs
microgliaux comme celui formé du récepteur CD36, de la protéine associée aux intégrines
CD47 et de I’intégrine agP; (Bamberger et al., 2003) ou celui formé par le récepteur CD14 et
le récepteur de type Toll (dimére de TLR2 et TLR4) et elles peuvent conduire a la libération
de facteurs inflammatoires (Griffin et al., 1998; Lindberg et al., 2005). Toujours in vitro, les
oligoméres d’AB augmentent 1’expression de Cox-2 dans les astrocytes et entrainent une
libération de PGE; par les astrocytes, libération qui dépend de la PKC (Hull et al., 2006). Ces
résultats in vitro permettent de suggérer que dans le cadre de la MA, les astrocytes et les
cellules microgliales sont capables d'augmenter leur production de PGE; en réponse a une
exposition chronique au peptide AR.
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Le blocage pharmacologique ou l'invalidation génétique de la microglie (et/ou des
astrocytes) pourrait nous permettre de préciser le ou les types cellulaires a l'origine de la
production de PGE, pour ensuite étudier les modalités de cette production (boucle

inflammatoire, activité électrique neuronale...).
Déficits a la synapse FM-CA3 chez les souris APP/PS1

Dans cette étude nous avons mis en évidence un déficit de la PLT présynaptique a
partir de 12 mois chez la souris APPswe/PS1AE9. La transmission synaptique basale et les
différentes plasticités a court terme ne sont pas affectées chez ces animaux jusqu'a 9 mois.
Ces résultats sont confortés par d'autres travaux réalisés dans I'équipe (Silvia Silva,
communication personnelle) et sont les premieres données obtenues a la synapse FM-CA3
chez la souris APPswe/PS1AE9. Dans ce modele murin de la MA, le dép6t de plaques
amyloides commence vers I'age de 6 mois pour atteindre un niveau important vers 12 mois
(Jankowsky et al., 2004; Burgess et al., 2006). L’étude de Shi et al, (2012) situe le début de
I’expression des génes inflammatoires et de I’augmentation de I’expression du récepteur EP3
dans I’hippocampe vers 1'age de 8 mois. Pour une méme souris transgénique, la littérature fait
apparaitre une certaine hétérogénéité en ce qui concerne I'age d'apparition des altérations
cognitives, ceci en raison de la multiplicité des tests comportementaux utilisés qui ne testent
pas tous les mémes modalités mnésiques. Pour la souris APPswe/PS1AE9, de nombreux
travaux situent l'apparition des premiers déficits de la mémoire spatiale et de 1’apprentissage
vers 6-7 mois (Howlett et al., 2004; Jankowsky et al., 2005; Filali and Lalonde, 2009; Kilgore
et al., 2010).

Nos résultats montrent que les déficits synaptiques observés a la synapse FM-CA3
apparaissent décalés dans le temps par rapport aux déficits cognitifs et a I’augmentation de
I’expression de certains facteurs inflammatoires (Cox-2, iNOS, IL-18, TNFa.... ; Shi et al.,
2012). En revanche, le déficit de la PLT présynaptique suit le méme agenda que
I’augmentation de la concentration de PGE; dans 1’hippocampe et coincide avec le tout début
de I’apparition de plaques amyloides dans le hilus du gyrus dentelé et dans le stratum lucidum
(Annexe 3). Il semble donc difficile de corréler des déficits précoces de la mémoire spatiale et
de I'apprentissage avec un deéficit plus tardif de la PLT présynaptique a la synapse FM-CAS3.
En revanche, de nombreuses études ainsi que des résultats obtenus au sein de I'équipe
montrent que la souris APPswe/PS1AE9 présente, a la synapse FM-CA3 ainsi qu’a la synapse

fibre associative/commissurale-CA3, des déficits de plasticités a long terme postsynaptiques
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lies aux récepteurs NMDA (Silvia Silva, communication personnelle). Ces déficits
synaptiques sont décrits comme associés aux oligomeres AR et a leur capacité a interférer
avec la voie de signalisation glutamatergique notamment par une perturbation de la recapture
du glutamate. Il en résulterait une augmentation de 1’activation de récepteurs NMDA

extrasynaptiques conduisant a un déficit de plasticité (Li et al., 2009, 2011).

En l'absence de tests comportementaux ciblant spécifiquement la fonctionnalité de la
synapse FM-CAZ3, il est difficile d'attribuer un corrélat fonctionnel au déficit de la PLT
présynaptique a cette synapse induit par PGE, via le récepteur EP3. A ce titre il apparait
important de choisir et/ou de définir des tests les plus spécifiques possibles de cette synapse

(cf Perspectives).
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PERSPECTIVES

Les travaux realisés au cours de cette étude ont démontré pour la premiere fois
I’implication d’une molécule inflammatoire sur les déficits de plasticités présynaptiques dans
I’hippocampe dans le contexte de la maladie d’Alzheimer. D’aprés nos résultats, I’activation
des récepteurs EP3 par la PGE; empéche I’induction d’une plasticité synaptique a long terme
dans D’hippocampe, structure impliquée dans les phénoménes de mémorisation et

d’apprentissage.

Sur la base de cette étude électrophysiologique ex vivo, plusieurs pistes de recherche
sont envisageables. L'effet de PGE; sur la PLT présynaptique est-il relié a une altération de la
mémoire chez la souris APPswe/PS1AE9 ? Si oui est-il possible de bloquer cette altération par

une stratégie interventionniste in vivo précoce et/ou aigue ?

Le conditionnement de peur contextuelle (CPC) semble étre un bon candidat pour
tester le fonctionnement de la synapse FM-CAS3. Le blocage de la PLT présynaptique a cette
synapse altére le conditionnement de peur contextuelle (Otto et al., 2001). D'autre part,
I’injection directe de PGE;, dans I’hippocampe (a une concentration finale de l'ordre de 50-
100uM) altére le CPC (Hein et al., 2007). A partir de ces études, nous formulons I'nypothése
que l'effet de PGE; via le récepteur EP3 sur la PLT présynaptique a la synapse FM-CA3
pourrait altérer le CPC. L'activation sélective du récepteur EP3 in vivo (injection directe intra-
hippocampale) permettrait de valider ou d'infirmer cette hypothése. Le traitement chronique
par un antagoniste du récepteur EP3 (administration per 0s) suivi de l'injection intra-
hippocampale directe de I'antagoniste EP3 permettrait de tester I'efficacité éventuelle d'une

stratégie interventionniste dans un but clinique.

Si PGE; via I’activation du récepteur EP3 est impliquée dans 1’altération du CPC chez
la souris sauvage, il est possible que ce mécanisme soit aussi impliqué dans les déficits du
CPC observés chez la souris APPswe/PS1AE9 (Kilgore et al., 2010). Le traitement chronique
par l'antagoniste du récepteur EP3 permettrait de répondre a cette question. Il convient de
remarquer que les déficits du CPC commencent des lI'dage de 6 mois chez la souris
APPswe/PS1AE9 (Kilgore et al., 2010), aussi PGE; n'est probablement pas la seule molécule
inflammatoire impliquée dans ces déficits. L'intervention de PGE, a un stade plus tardif
pourrait aggraver les déficits du CPC.
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Il est généralement admis que la composante neuroinflammatoire de la MA installe la
pathologie dans un cercle vicieux ou plus de neuroinflammation aggrave la pathologie qui en
retour provoque plus de neuroinflammation. L'existence de ce cercle délétére semble se
retrouver a un échelon inférieur pour lequel I'augmentation de la concentration de PGE; induit
une augmentation de I'expression du récepteur EP3 dans I'hippocampe, lui-méme lié a
I'induction de Cox-2 et donc a une production accrue de PGE,. L'interruption de ce cercle
délétere via un antagoniste du récepteur EP3 pourrait ainsi avoir des effets bénéfiques tant sur

le plan de la plasticité synaptique dans I'hippocampe que sur un plan cognitif.

De récentes études cliniques ont montré 1’efficacité de traitements par des AINS pour
des stades précoces de la MA alors que leur administration pour des stades avances est
inefficace ou entraine une aggravation des symptémes de la maladie. Notre étude qui montre
I’implication spécifique d’un type de récepteur de PGE,, le récepteur EP3, dans le déficit de la
plasticité synaptique a long terme permet d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques
qui viseraient a blogquer spécifiquement ce récepteur. Ce ciblage permettrait une spécificité
d’action tout en évitant de bloquer complétement la réaction inflammatoire qui aurait un effet
bénéfique dans des stades tardifs de la MA. D'autre part le ciblage d'un récepteur au lieu du
blocage de la synthese de PGE, en amont permettrait de conserver les fonctions

physiologiques de PGE; et de limiter les nombreux effets secondaires liés a la prise d’AINS.
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Annexe 1
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Annexe 1: Exemples de potentiels postsynaptiques excitateurs (PPSE) enregistrés apres

baseline

stimulation extracellulaire lors de protocoles de PLT présynaptique.

A. Traces représentatives de réponses postsynaptiques avant induction de la PLT par
stimulation haute fréquence (baseline) et 30 minutes aprés I’induction (30 after HFS). Les
traces ont été enregistrées chez des souris sauvages de 9 mois et des souris APP/PS1 de 12
mois. B. Mémes enregistrements sur des souris agées de 12 mois. C. Enregistrements sur des
souris sauvages a 12 mois en conditions contréle (noir) ou en en présence de PGE; (10 uM)
dans le milieu extracellulaire (rouge). D. Enregistrements sur des souris APP/PS1 a 12 mois
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Annexe 2

Annexe 2: Marquage du récepteur EP3 dans I’hippocampe

Hippocampes de souris P21 marqués avec un anticorps dirigé
contre le récepteur EP3 (en vert) et contre les corps cellulaires
neuronaux par un marquage DAPI (en bleu). A. hippocampe de

+/+

souris EP3"". B. hippocampe de souris EP3”. La barre

d’échelle correspond a 200 pum.
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Annexe 3

Annexe 3: Marquage des plaques amyloides

Hippocampes de souris marqués avec un anticorps dirigé contre
le peptide ABi16 (en rouge). A. Hippocampe de souris sauvage
agée de 12 mois. B. Hippocampe de souris APP/PS1 agée de 12
mois. Noter que le hilus et le stratum lucidum sont quasiment
dépourvus de plagues amyloides a [linverse du stratum
moleculare qui présente de nombreuses plaques amyloides. La

barre d’échelle correspond a 200 um.
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