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INTRODUCTION GENERALE

The most exciting phrase to hear in science, the one that heralds new discoveries, is not
'Eureka!’ but 'That's funny...' Isaac Asimov (1920-1992).

Introduction générale

Les démences de type Alzheimer sont des pathologies neurodégénératives influencées par
I’interaction entre de multiples facteurs de risques génétiques et environnementaux.

Généralement, la pathogénése de ces démences est expliquée principalement par
I’accumulation de peptides B-amyloides et de protéines tau hyperphosphorylées. Cependant,
ces protéinopathies pourraient également représenter des mécanismes de défense face a
I’accumulation de Iésions et autres dysfonctionnements neuronaux. En effet, il semblerait que
les pertes synaptiques et neuronales joueraient un role prépondérant dans I’apparition des
déficits cognitifs. Le génotype APOE4 est le plus puissant facteur de risque génétique pour les
démences de type Alzheimer et il induirait ces effets délétéres notamment au cours des phases
précoces de la pathologie. Cependant, il faut remarquer que ’APOE4 influence le risque de
développer de nombreuses autres pathologies neurodégénératives. Cet effet non-spécifique
suggere que ’APOE4 pourrait en fait induire une moindre capacité de résistance a I’avancée
des pathologies neurodégénératives en général et aux démences de type Alzheimer en
particulier.

Durant les phases précoces des démences de type Alzheimer, c’est essentiellement la mémoire
épisodique qui est touchée. Ces déficits spécifiques s’expliqueraient notamment par I’atteinte
des structures du lobe temporal médian et notamment de la formation hippocampique et des
structures qui la composent (hippocampe, subiculum, pré-subiculum, para-subiculum, cortex
entorhinal, cortex périrhinal, cortex postrhinal). En effet, en plus de déficits en mémoire
épisodique, les patients présentent également précocement des altérations d’autres fonctions
dépendantes de la formation hippocampique tel que I’orientation et la navigation spatiale, la
mémoire de reconnaissance et de localisation d’objet ainsi que la mémoire olfactive. Or, ces
formes de mémoire ont un fort potentiel diagnostic et translationnel étant directement
mesurables dans les modeles animaux et chez les patients par des approches comparables. Il
apparait donc que durant les phases précoces des démences de types Alzheimer, les réseaux
de la formation hippocampiques sont largement perturbés. Or, I’activité de ces réseaux serait
finement régulée par la présence d’activités oscillatoires et par des systémes
neuromodulateurs comme le systéme cholinergique. La perturbation de ces divers
mécanismes de régulation des réseaux pourrait &tre impliquée dans la progression de la
pathologie.
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L’atteinte trés précoce du cortex entorhinal induirait une déconnection partielle de
I’hippocampe qui serait responsable de 1’apparition des troubles cognitifs. Cependant, divers
arguments suggerent que I’hippocampe pourrait s’adapter a cette déconnexion via la
mobilisation de mécanismes compensatoires. En effet, le bourgeonnement de collatérales
cholinergique dans I’hippocampe pourrait compenser la déconnexion hippocampique induite
par la perte de neurones entorhinaux, bien que cela n’ait jamais été expérimentalement
démontré. De plus, les projections entorhinales survivantes innervant 1I’hippocampe pourraient
¢galement présenter un bourgeonnement de collatérales pouvant potentiellement induire une
réinnervation homotypique de 1’hippocampe. Comme ces deux phénoménes ont lieu en
parallele, il est possible qu’ils interagissent de facon synergétique pour compenser la
déconnexion hippocampique. Cependant, il faut noter que leurs implication respective dans la
compensation de la déconnexion restent mal connue, de méme que leurs décours temporel et
leurs étendues exacte a travers les différentes sous-régions hippocampiques De manicre
intéressante, I’APOE4 pourrait induire des déficits de bourgeonnement cholinergiques et
glutamatergiques, et ainsi perturber la réorganisation compensatrice des circuits
hippocampiques. De telles altérations des mécanismes compensatoires pourraient d’ailleurs
contribuer directement aux effets négatifs de cet all¢le sur la progression des démences de
type Alzheimer et, plus largement, de nombreuses autres pathologies neurodégénératives.

Ainsi, au cours de cette thése, je me suis particulicrement intéressé aux effets de I’allele
APOE4 sur la récupération fonctionnelle apres Iésion entorhinale. J’ai également cherché a
déterminer les contributions respectives des bourgeonnements glutamatergiques et
cholinergiques a cette récupération fonctionnelle. Afin de détailler le cadre conceptuel dans
lequel ce travail s’intégre, cette thése débute par une revue de la bibliographie concernant (i)
les démences de type Alzheimer et I’ ApoE (chapitre 1), (ii) les formes de mémoire impliquant
la formation hippocampique et pouvant étre perturbés précocement dans les démences de
types Alzheimer (chapitre 2) et enfin (iii) le syndrome de déconnexion hippocampique, sa
compensation et I’influence de I’4APOE4 sur ces phénomeénes (chapitre 3).



CHAPITRE 1:

Les démences de type Alzheimer

Apolipoprotéine E et démences de type Alzheimer.

I. Maladie d’Alzheimer ou Démences de type Alzheimer ?

En 1907, le médecin bavarois Alois Alzheimer décrivait un cas de démence a prédominance
langagicre et émotionnelle (anxiété et paranoia) chez une femme agée de 45 ans. Alzheimer
proposa que la cause de cette démence réside dans 1’accumulation de fibrilles intra-neuronales
et de plaques amyloides dans le parenchyme cérébral. La méme année, des plaques amyloides
similaires avaient été décrites dans le cadre de démences séniles par le médecin tcheque Oskar
Fisher. A 1’époque, une forte rivalité existait entre 1’école de Prague (Fisher, Pick etc.) et
I’école munichoise a laquelle appartenait Alzheimer. Cette rivalité a probablement amené
Emile Kraepelin, I’un des membres les plus influents de 1’école munichoise a utiliser le terme
de maladie d’Alzheimer dés 1910 apres la description de moins de 10 patients pour définir
I’état de démence présénile associée a des plaques amyloides et des fibrilles intra-neuronales
comme une entité pathologique originale (Berchtold & Cotman 1998).

Cette distinction resta en vigueur jusqu’au milieu des années 1970, les démences a dominante
mnésique se développant au-dela de 65 ans étant alors considérées comme des démences
séniles (Boller & Forbes 1998). Cependant, au milieu des années 1970, I’essor de la biologie
moléculaire mit en exergue le fait que maladie d’Alzheimer et démence sénile ont les mémes
caractéristiques neuropathologiques : les plaques amyloides et les dégénérescences neuro-
fibrillaires. Ainsi, progressivement un nouveau paradigme s’imposa, regroupant démence
sénile et maladie d’Alzheimer au sein d’une entité pathologique unique avec une hypothése
¢tiologique dominante centrée sur l’accumulation pathologique de peptide B-amyloide
(Hyman 1996).

Selon cette définition, la maladie d’Alzheimer (MA) représenterait la principale cause de
démence dans le monde (au minimum 15 millions de patients). Pourtant, malgré des années
de recherche intensive, 1’étiologie de cette pathologie incurable reste discutée et les tentatives
de traitement centrées sur le peptide B-amyloide ont échoué. De plus, la population
« Alzheimer » est caractérisée par une forte hétérogénéité histopathologique et clinique.
Ainsi, il est possible qu’on ait en fait regroupé par erreur différentes pathologies partageant
certaines manifestations cliniques (démences progressives) et neuropathologiques (plaques
amyloides et dégénérescences neuro-fibrillaires).

En effet, on peut en premier lieu différencier une forme sporadique de la maladie d’ Alzheimer
(de 95 a 99% des patients) d’une forme familiale (de 1 a 5% des patients). De plus, la forme
sporadique de la maladie d’Alzheimer est elle-méme fortement hétérogéne d’un point de vue
génétique, clinique et histopathologique (Duckaerts et al. 2009 ; Jellinger 2011). Partant du
principe que la définition actuelle de la maladie d’ Alzheimer regroupe différentes pathologies,
je préfere parler dans le cadre de cette thése de démences de type Alzheimer (DTA) pour
définir un ensemble de pathologies neurodégénératives ayant comme point commun la
présence de plaques amyloides et de dégénérescences neuro-fibrillaires et qui seraient causées
par les interactions complexes entre vieillissement et divers facteurs de susceptibilité
génétique et environnementaux.



CHAPITRE 1:

Les démences de type Alzheimer

I.1. Epidémiologie

Les DTA regrouperaient environ 60 a 70% des cas de démences. Si leur prévalence est
actuellement la plus forte dans les pays riches, plus de la moitié des patients vivent en fait
dans des pays en développement ou la disponibilité des soins est souvent problématique. Le
vieillissement est le principal facteur de risque pour les DTA. Ainsi, elles ont une prévalence
d’environ 1% a 60 ans qui augmente ensuite exponentiellement pour atteindre 5% a 70 ans,
puis 24-33% a I’age de 85 ans (Alzheimer’s Association 2010), I’incidence augmentant
surtout durant les 7° et 8° décennies de la vie. Ainsi, avec le vieillissement de la population a
1I’échelle mondiale, les projections estiment que le nombre de patients déments devrait passer
de 24 millions en 2001 a 81 millions en 2040, ce qui implique une multiplication par 2 a 4 de
la proportion de la population affectée selon la région du monde considérée (tableau 1).

Tableau 1 : Prévalence et incidence de la démence dans le monde en 2001.
(D’apres Ferri et al. 2005).

Incidence

Prévalence de Personnes N s .
. annuelle de ) Estimation de I’augmentation de
. . la démence , démentes de . .
Région du monde \ démence la proportion de démences de
au-dela de 60 plus de 60 ans X o
(pour 1000 2001 a 2040 (%)
ans (%) S en 2001
individus)
Europe occidentale 54 8.8 4900 000 102
Europe orientale
(faible mortalité 3.8 7.7 1 000 000 169
adulte)
Europe orientale
(forte mortalité 3.9 8.1 1 800 000 84
adulte)
Amérique du Nord 6.4 10.5 3 400 000 172
Amérique latine 4.6 9.2 1 800 000 393
Afrique du nord et 36 7.6 1000 000 385
moyen orient
g o epe aim 43 7 1500 000 189
Pacifique
Chine et pays en
développement 4 8 6 000 000 336
d’Asie de I’est
Indonesu?, Thailande 27 59 600 000 325
et Sri Lanka
Inde et Asie du Sud 1.9 43 1 800 000 314
Afrique 1.6 3.5 500 000 235
Ensemble 3.9 7.5 24 300 000 234

Le vieillissement étant le principal facteur de risque pour les DTA, il est envisageable que des
facteurs non-spécifiques liés au vieillissement, comme par exemple le stress oxydatif ou
encore les perturbations hormonales induites par la ménopause, pourraient jouer un réle dans
la mise en place des DTA. De plus, les protéinopathies caractéristiques des DTA (plaques
amyloides constituées de peptide B-amyloide et dégénérescences neuro-fibrillaires constituées
de protéine tau hyper-phosphorylée) semblent étre associées avec le vieillissement (Arriagada
et al. 1992). Cependant, il apparait également que tous les individus vieillissant ne présentent
pas nécessairement de DTA et certains sujets restent méme asymptomatiques malgré la
présence d’une neuropathologie DTA tres avancée (Rowe et al. 2010 ; Monsell et al. 2013 ;
5
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Negash et al. 2013 ; Tacono et al. 2014). Ainsi, au-dela du vieillissement, d’autres facteurs
semblent nécessaires pour induire la mise en place d’une DTA.

I.2. Facteurs Génétiques

L’ héritabilité des DTA serait particulierement importante, un individu avec un parent affecté
ayant environ deux fois plus de risque de développer une DTA. Ainsi, d’aprés une étude
menée chez 11 884 sujets, la part héréditaire expliquerait 50 a 80% du risque de développer
une DTA (Blennow et al. 2006). Cette forte hérédité pourrait notamment s’expliquer par la
présence de facteurs génétiques augmentant le risque de présenter une DTA. En effet, a ce
jour, plus d’une quinzaine de facteurs de risque génétiques ont été décrits.

1.2.1. Mutations familiales a forte pénétrance

I1 existe environ 200 mutations autosomales dominantes qui concernent un peu plus de 400
familles dans le monde et ménent obligatoirement a la déclaration d’une maladie d’ Alzheimer
(Reitz et al. 2011). Ces mutations sont toutes liées a la geneése du peptide f-amyloide (AB). En
effet, elles concernent notamment les génes codant pour les présénilines 1 et 2 (codant pour
des protéases impliquées dans la genese de I’AP) et, plus rarement, du géne codant pour la
protéine précurseur de I’amyloide (APP). Ces mutations familiales entrainent une démence
précoce se déclarant avant I’age de 65 ans (Blennow et al. 2006). Ces formes familiales
représenteraient 1 a 5% des patients actuellement considérés comme des patients Alzheimer et
sont plutdt associées avec des symptomes a prédominance émotionnelle et exécutive (au
moins dans les premiéres phases), tandis que les DTA (95 a 99% des patients) seraient plutot
associées a des symptomes a prédominance mnésique (Panegyres et al. 2013, Cavedo et al.
2014). Ainsi, les formes familiales représenteraient une pathologie spécifique, la maladie
initialement décrite par Alzheimer. Cependant, 'immense majorité des modeles animaux des
DTA actuellement disponibles reposent sur ces mutations génétiques familiales et partent
donc du postulat que la pathologie familiale est similaire aux DTA. Si cette approche centrée
sur ’hypothése amyloide s’avere incomplete, cela expliquerait en partie les échecs qui ont
conclu la plupart des approches thérapeutiques récemment testées. Pourtant, depuis plus de 20
ans, de nombreux autres facteurs génétiques ont été¢ décrits chez les 99% de patients souffrant
de la forme sporadique de la pathologie. Cependant, ces polymorphismes génétiques n’étant
que des facteurs de risque, leur présence augmente la probabilité¢ de développer un DTA sans
y mener nécessairement.

1.2.2 Polymorphismes du gene APOE

Les polymorphismes du géne APOE codant pour I’apolipoprotéine E (ApoE) sont les facteurs
de risque génétiques les plus puissants. Il existe dans la population trois alléles majoritaires de
ce geéne : l'alléle ancestral APOE4 (10-15% de la population), 1’allele APOE3 qui serait
apparu il y a environ 300 000 ans (70% de la population) et I’all¢le le plus récent APOE2 (10-
15% de la population). Ces trois all¢les générent trois isoformes de la protéine ApoE (apoe4,
apoe3 et apoe2) qui ne différent que par deux acides aminés. La possession de 1’allele APOE4
augmente le risque de développer une DTA (x3 chez les hétérozygotes et x15 chez les
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homozygotes) et induit une déclaration des symptdmes plus précoce d’une décennie par alléle
APOE4 présent. Cependant, si I’APOE4 est surreprésenté chez les patients DTA (40-50% des
patients), la présence de cet alléle n’entraine pas forcément de DTA, ’APOE4 n’étant qu’un
facteur de risque génétique. L’allele APOE3 est généralement considéré comme n’influengant
pas particuliérement le risque de présenter une DTA, tandis que ’alléle APOE? serait plutot
protecteur. Récemment, un nouveau variant de I’APOE, I’APOE3b a été décrit en association
avec une réduction du risque de présenter une DTA (Medway et al. 2014). L’APOE4 étant de
loin le facteur de risque génétique le plus puissant, cette thése a porté sur ses effets chez la
souris. Cependant, d’autres polymorphismes génétiques influenceraient également le risque de
développer une DTA.

1.2.3. Autres polymorphismes

Avec le développement des méthodes d’étude génétiques a 1’échelle du génome entier
(genome wide association studies), au moins 22 polymorphismes ont ¢été associés a
I’augmentation du risque de développer une DTA (Rosenthal et al. 2014). Les mécanismes
impliqués restent mal connus, bien que les genes concernés semblent étre liés
préférentiellement a certains processus biologiques (Tableau 2).

Tableau 2 : Génes dont les polymorphismes influencent le risque de développer une DTA et
les grands processus biologiques auxquels ils sont associés.

Maturation, Cancer,
Geéne Pathologie mort réplication et Développement
cardiovasculaires & survie réparation de de ’organisme
cellulaire I’ADN

Réponse

Endocytose . .
immunitaire

APOE X
CLU X
CR1 X
BINI

CD2AP
CD33

PICALM

PTK2B X

EPHAI

ABCAI

SORLI

INPP5D

MEF2CL

MS4A44A

TREM?2

HLA-DRBI

MS4A46A

FERMT?2 X
SLC224A4

MS4A4E

MA4A6E

NMES
Rin3

CASS4

CELFI1 X

X

X
X

A A A AR
A A AR A A A AR

il

A
AR AR A KA AN
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Malgré tout, il faut rappeler qu’aucun de ces polymorphismes génétiques n’est nécessaire ou
suffisant pour entrainer le développement d’'une DTA, celles-ci étant plutét causées par
I’interaction de facteurs génétiques, environnementaux et physiologiques liés au
vieillissement.

1.3. Facteurs environnementaux

Les DTA sont des pathologies multifactorielles dans lesquelles divers facteurs génétiques et
environnementaux interagissent et se modulent mutuellement. Ainsi, les individus porteurs de
I’APOE4 seraient par exemple plus sensibles a certains facteurs environnementaux
protecteurs (activité physique, consommation modérée d’alcool) ou préjudiciable comme le
tabagisme (Carmelli et al. 1999, Schuit et al. 2001) ou les pesticides agricoles et leurs
métabolites (Richardson et al. 2013). Les facteurs environnementaux protecteurs
influenceraient notamment la résilience du systéme nerveux central face aux atteintes causées
par les processus pathologiques : un phénomene appelé la réserve cérébrale.

1.3.1 Réserve cérébrale

Au cours de la vie, les stimulations cognitives et physiques augmenteraient la quantité de
neurones survivants ainsi que le nombre de synapses ce qui augmenterait la résistance a
I’avancée de la pathologie (Negash et al. 2013). Cette réserve cérébrale irait de paire avec une
utilisation plus efficace des réseaux cérébraux (moindre activation pour une tache donnée) et
ralentirait notamment les taux d’atrophie cérébrale de méme que la vitesse de progression de
la pathologie. De plus, les stratégies cognitives ¢laborées au fur et a mesure des expériences
de vie augmenteraient la résistance a I’avancée de la pathologie (Negash et al. 2013).

Ainsi, un volume cérébral réduit, un faible niveau éducatif et des activités physiques et
mentales réduites sont généralement associ€es a une augmentation du risque de présenter une
DTA. Un niveau éducatif élevé et la pratique d’activités cognitives stimulantes permettraient
notamment de développer des stratégies cognitives permettant de résister a I’avancée de la
pathologie (Negash et al. 2013). De son c6té, un bon niveau d’activité physique augmenterait
la perfusion sanguine cérébrale (densité des capillaires), améliorerait I’extraction de 1’oxygeéne
ainsi que I'utilisation du glucose, tout en stimulant la production de facteurs de croissance.
Ces facteurs peuvent étres modélisés chez 1’animal de laboratoire via un élevage en milieu
enrichi en termes cognitifs, sociaux et physiques.

La réserve cérébrale diminuerait ainsi le risque de 50% chez les porteurs de I’APOE4 et les
individus portant I’APOE?2 pourraient étre encore plus protégés (Moceri et al. 2001, Wang et
al. 2011, Pettigrew et al. 2013). Cependant, la présence de 1’allele APOE4 pourrait également
bloquer I’effet bénéfique de certains facteurs tel que le niveau d’éducation (Kalmijn et al.
1997), suggérant que ’APOE4 pourrait induire un déficit de réserve cérébrale via ses effets
sur les processus biologiques sous-jacents.

La réserve cérébrale semble €tre un facteur de résistance général car elle altére, non seulement
la progression des DTA, mais aussi celle d’autres types de démences comme les démences
liées a la maladie de Parkinson, a la sclérose en plaques, au HIV ou encore aux traumatismes
craniens (Barulli et al. 2013). De maniére intéressante, 1’activité¢ du systeme cholinergique
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dans les régions cérébrales mnésiques est corrélée avec les mesures de réserve cognitive,
suggérant que celle-ci est associée a une neurotransmission cholinergique préservée voire
augmentée (Garibotto et al. 2013).

1.3.2 Traumatismes craniens

Un épisode de traumatisme crinien augmente fortement le risque de développer une DTA ou
d’autres types de démences (Plasman et al. 2000). De plus, les traumatismes craniens
semblent accélérer la progression de la neuropathologie (Thom et al. 2011) de méme que
I’apparition des symptomes déments (Gilbert et al. 2014). De plus, il existe chez les sportifs
de haut niveau fortement exposés aux traumatismes craniens (boxeurs, joueurs de football
américain...) des cas de démence pugilistique présentant une certaine analogie
neuropathologique avec les DTA (Jordan et al. 1997). Les traumatismes craniens pourraient
ainsi initier ou potentialiser la cascade pathologique et réduiraient ainsi les capacités de
réserve cérébrale. Il existerait une synergie particuliere entre le génotype APOE4 et les
traumatismes craniens, la coprésence d’un allele APOE4 et d’un historique de traumatisme
cranien induisant une multiplication par cinq du risque de développer une DTA déja induit par
I’APOE4 (Mayeux et al. 1995).

1.3.3 Syndrome métabolique

Le syndrome métabolique et ses pathologies associées seraient fortement li€s a la pathogénéese
des DTA. En effet, diabéte de type II, perturbation de I’homéostasie du cholestérol et
accidents vasculaires cérébraux augmentent sensiblement le risque de développer une DTA.

Le risque de présenter une DTA serait ainsi démultipli€¢ par la présence préalable d’une
pathologie cérébro-vasculaire (hypercholestérolémie, hypertension, arthérosclérose ou encore
pathologie coronarienne). Ainsi, au moins 7,4% des patients ayant connu un accident
vasculaire cérébral développeraient ensuite une démence (Pendlebury & Rothwell 2009). Les
accidents vasculaires pourraient notamment initier la mise en place d’une  neuro-
inflammation chronique, voir favoriser la progression de neuropathologies déja présentes
(Reitz et al. 2011). Méme sans interactions directes, la comorbidité¢ cérébro-vasculaire
pourrait contribuer au risque déclaration d’une DTA en surajoutant une charge pathologique
induisant un dépassement du seuil au-dela duquel apparaissent les symptomes. A I’inverse,
une bonne santé vasculaire réduirait le risque de démence et retarderait ’apparition des
symptomes, méme chez les sujets porteurs du facteur génétique APOE4 (Ferrari et al. 2012).

Les perturbations de I’homéostasie du cholestérol et du métabolisme des lipides pourraient
¢galement influencer indirectement le risque de présenter une DTA via leurs effets cardio-
vasculaires (Reitz et al. 2010). Cependant, un lien plus direct pourrait lier DTA et
métabolisme du cholestérol. En effet, I’AP ainsi que les protéines codées par les geénes a
risque APOE et ABCAI, sont impliqués dans le métabolisme cérébral du cholestérol. Or, les
régions particulicrement sensibles aux atteintes des DTA présentent précocement des
perturbations du métabolisme du cholestérol en lien avec I’augmentation de I’expression de
ces protéines (Akram et al. 2010). De plus, cholestérol et les lipides sont des constituants
¢lémentaires des membranes cellulaires, alors que les neurones adultes n’ont qu’une faible
capacité de synthése de cholestérol (Pfrieger et al. 2011). Ainsi, ces neurones dépendraient
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fortement des cellules gliales pour leur approvisionnement en cholestérol et en lipide via la
capture des lipoprotéines transportées par I’ApoE. Ce phénomene serait notamment capital
pour maintenir le furn-over synaptique ainsi que la synaptogénése et les remodelages des
réseaux neuronaux en réponse a 1’avancée de la pathologie (voir chapitre I11).

La présence d’un diabeéte de type II doublerait le risque de présenter une DTA et les
traitements ciblant 1’insuline auraient un effet positif sur les stades précoces des DTA,
notamment en absence de I’allele APOE4 (Reitz et al. 2011). De maniére intéressante, diabéte
de type II et DTA présentent tous deux une désensibilisation des récepteurs a 1’insuline dans
le systéme nerveux central. Or I’insuline y joue un role de facteur de croissance influencant la
synaptogénese et facilitant la plasticité cérébrale, notamment la potentialisation a long terme
(long-term potentialisation, LTP) de I’activité synaptique (Holscher 2011). De plus, ’allele
APOE4 est également un facteur de risque pour le développement du diabete de type II
(Chandhary 2012) et augmenterait notamment la sensibilité cognitive a la perte du controle
glycémique dans le cadre de cette pathologie (Ravona-Springer et al. 2014).

1.3.4 Infections et inflammation chroniques

De nombreux agents infectieux entrainant des inflammations latentes chroniques augmentent
significativement le risque de présenter une DTA (Honjo et al. 2009) :

Virus Herpes simplex. Le virus de I’herpés infecte durablement les systémes nerveux
périphérique et central. Cette infection souvant latente, induirait un état d’inflammation
chronique sous-clinique. De nombreuses protéines liées aux DTA sont impliquées directement
(ApoE, Crl, APP, présénilines) ou indirectement (Clusterin, PICALM) dans le cycle de vie du
virus Herpes, I’APOE4 facilitant par exemple I’infection cérébrale par I’herpes (Carter 2010).
Isolément, I’infection herpétique ne serait pas suffisante pour induire une DTA, mais elle
deviendrait un facteur de risque significatif en association avec 1’alléle APOE4 (Itzhaki et al.
1997). Le virus de I’herpes potentialiserait la progression des neuropathologies amyloide et
neuro-fibrillaire liées aux DTA. De plus, ce virus partage des séquences homologues avec
I’ApoE, la clusterine et PICALM et pourrait ainsi agir comme un ligand perturbant les voies
de signalisation liées a ces protéines (Carter 2011). Ces similitudes pourraient également
entrainer une pathologie auto-immune ou les anticorps générés pour répondre a 1’infection par
I’herpés se retourneraient finalement contre ces protéines partageant des s€quences avec
I’herpes (Carter 2011).

Picornavirus. La famille des picornavirus regroupe un grand nombre de virus dont certains
sont connus pour infecter préférentiellement les cellules pyramidales de 1’hippocampe et
induire des déficits mnésiques chez la Souris (Honjo et al. 2009).

Chlamydia pneumoniae. Cette bactérie respiratoire infecte initialement les muqueuses orales
et nasales. Ce type d’infection augmenterait le risque ischémique et cardiovasculaire et serait
présent dans 70 a 80% des cerveaux de patients DTA contre 10% des cerveaux de sujets agés
sains (Balin et al. 1998, Gerard et al. 2006). L’infection cérébrale par Chlamydia pneumoniae
ciblerait préférentiellement I"hippocampe et le cortex frontal (Gérard et al. 2005). L’APOE4
faciliterait 1a encore I’infection par Chlamydia pneumoniae et la combinaison des deux
augmenterait le risque de présenter une DTA (Gerard et al. 2005).

Hélicobacter pylori. Cette bactérie, responsable d’infection gastrique infantile, resterait
présente dans le systéme nerveux central tout au long de la vie et serait présente dans 88% des
patients DTA contre seulement 47% des sujets controles. Les effets négatifs de cette bactérie
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pourraient notamment étre dus a I’hyperphosphorylation de la protéine tau qu’elle induit (Xiu-
Lian et al. 2014)

Dans une étude comprenant 128 patients DTA et 135 controles (Bu et al. 2014), il a été ainsi
démontré que la charge infectieuse combinée (cytomegalovirus, Herpes simplex virus type 1,
Borrelia burgdorferi, Chlamydophila pneumoniae et Helicobacter pylori) induit un risque
significatif de développement d’une DTA indépendamment de I’age, du niveau éducatif, du
génotype APOE ou de la présence d’autres comorbidités. De plus, cette charge infectieuse est
corrélée négativement avec les performances cognitives et positivement avec I’accumulation
d’ApB ainsi qu’avec D’expression des cytokines inflammatoires, suggérant un role
potentiellement important des inflammations sous-cliniques chroniques liées aux infections
latentes dans la pathogénese des DTA.

1.3.5 Nutrition

Les facteurs nutritionnels auraient une influence significative sur le risque de développer une
DTA. En effet, les carences en vitamine B12 (essentielle au fonctionnement normal du
systéme nerveux et notamment a la synthése de neurotransmetteurs et a la myélinisation), en
vitamine B6 ainsi qu’en antioxydants tels que les vitamines C et E augmentent toutes le risque
de DTA (Reitz et al. 2011). De plus, un régime riche en acides gras non saturé, en oméga-3 et
comprenant une consommation d’alcool modérée induirait une diminution significative du
risque de DTA. Ainsi, la supplémentation en oméga-3 serait notamment bénéfique pour les
patients APOE4 durant les stades les plus précoces des DTA (Reitz et al. 2011). Ces effets
nutritionnels agiraient en partie indirectement, les antioxydants et acides gras non-saturés
ayant notamment des effets favorables sur les fonctions vasculaires et les processus
inflammatoires.

I.4. Trajectoires cliniques, diagnostique et approches thérapeutiques

La progression des DTA serait caractérisée par une longue phase préclinique (>20 ans) suivie
généralement d’une phase de troubles cognitifs légers (mild cognitive impairment ou MCI)
qui dure environ une décennie et enfin d’une phase de démence d’environ 10 ans ou plus
précédant le déces. Notons ici que si les individus classés en stade MCI présentent un risque
important pour le développement d’une DTA, ils n’en développent pas nécessairement une.
La majorité des interventions thérapeutiques a lieu tardivement une fois la démence déclarée,
ce qui pourrait expliquer le manque d’efficacité des thérapies actuelles ainsi que 1’échec des
essais cliniques entrepris ces dernieres années (Sclkoe 2012). Ainsi, le stade de MCI
représenterait la derniére fenétre de traitement potentiellement efficace. Cependant, la mise en
place de traitements précoces (durant le stade MCI, voir méme pendant les phases
précliniques) requiert 1’établissement d’un diagnostic précoce particulierement difficile a
obtenir.

En effet a I’heure actuelle, le diagnostic se base essentiellement sur les critéres du NINCDS-
ADRA qui reposent sur un diagnostic clinique de « maladie d’Alzheimer probable » obtenu
par approches neuropsychologiques et cliniques. Ainsi, d’aprés ces criteres, le diagnostic
définitif ne peut étre obtenu qu’apres confirmation histopathologique (autopsie/biopsie). Les
efforts actuels portent donc sur le développement de biomarqueurs permettant la détection
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préclinique des patients (avant I’apparition des premiers troubles ; Jack et al. 2010). En effet,
si le déclin mnésique ne débute qu'un a deux ans avant la déclaration des symptomes de
démence (Lange et al. 2002), les dépots amyloides débuteraient environ 19 ans avant et
I’atrophie de 1’hippocampe serait détectable plus de 4 ans avant le diagnostic (Villemagne et
al. 2013). La principale difficulté avec les biomarqueurs est de prédéterminer un seuil clair et
spécifique permettant de contribuer utilement au diagnostic. En effet, les mesures des
biomarqueurs sont généralement caractérisées par une grande variabilité¢ interindividuelle.
Quoi qu’il en soit, la plupart des approches actuelles sont essentiellement basées sur 1’analyse
protéique du liquide céphalo-rachidien (amyloide, tau) et I’imagerie cérébrale (amyloide,
fonctionnelle et anatomique). Le suivit longitudinal de ces biomarqueurs dans de vastes
échantillons, suggére néanmoins qu’une séquences d’anomalies pourrait étre prédictive de la
déclaration d’une DTA (Figure 1).

Figure 1 : Evolution des changements précédant la déclaration des DTA.
Repris de Jack et al. 2013
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La figure représente la progression théorique des principaux biomarqueurs a [’étude dans les phases
précédant la déclaration de la démence de type Alzheimer. CSF, liquide céphalo-rachidien ; MRI,
imagerie par résonnance magnétique ; FDG PET, tomographie par émission de positrons basée sur le
fluorodésoxyglucose.

Biomarker Abnormality

Cependant, 1’utilité de ces biomarqueurs reste limitée. En effet, leur utilisation dans le cadre
d’une pratique clinique visant a dépister la quasi-totalit¢ des sujets de plus de 50 ans
(détection préclinique de la pathologie) n’est pas réaliste. En effet, la plupart de ces
biomarqueurs sont invasifs (ponctions lombaires, exposition a des radiations) ce qui
complique le suivi régulier des patients. De plus, ils sont coliteux et requicrent un niveau
technique ¢élevé qui pourrait étre problématique pour les 60% de patients vivant dans des pays
en développement.

Enfin, il faut noter que la prise en compte du génotype APOE4 n’est pas intégrée dans la
pratique clinique, essentiellement pour des raisons éthiques. En effet ’APOE4 n’est qu’un
facteur de risque, mais il s’avére que lorsqu’un patient apprend qu’il est porteur de cet alléle,
c’est suffisant pour influencer négativement ses performances cognitives ultérieures, révélant
ainsi I’impact des facteurs métacognitifs sur I’expression clinique (Lineweaver et al. 2013).
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1.4.1 Phases cliniques

Les DTA seraient caractérisées par I’accumulation progressive de lésions intracérébrales
suivie a plusieurs années de décalage de 1’apparition progressive de troubles cliniques (Figure
1). Ce décalage temporel entre changements pathologiques cérébraux et troubles cliniques
pourrait s’expliquer en partie par la présence de mécanismes compensatoires. Cette
compensation jouerait potentiellement un grand rdle, certains sujets asymptomatiques
présentant des lésions typiques de patients en fin de démence malgré ’absence de troubles
significatifs (Rowe et al. 2010 ; Monsell et al. 2013 ; Negash et al. 2013 ; Iacono et al. 2014).
Ainsi, si la progression des DTA peut ressembler a une marche inexorable vers 1’état de
démence, il est possible que cette progression puisse €tre ralentie en soutenant 1’activité des
mécanismes endogeénes de compensation, notamment si ces interventions sont menées
précocement.

1.4.1.1. Phase préclinique

Les processus neurodégénératifs débuteraient au moins deux décennies avant le diagnostic de
DTA (Villemagne et al. 2013). Durant cette longue phase préclinique, le patient ne présente
que des troubles extrémement subtils ne pouvant étre détectés qu’au niveau du groupe
(Twamley et al. 2006). Ainsi, cette phase ne parait pas pouvoir étre détectée par un diagnostic
neuropsychologique classique. Or, ce serait durant cette phase que les protéinopathies
amyloides et tau se mettent en place (voir ci-dessous) suivies par des atrophies précoces
trahissant les premiéres neurodégénérescences. Durant cette phase, les principales anomalies
toucheraient le cortex entorhinal en lien avec la mise en place progressive d’une tauopathie
dans cette structure (Khan et al. 2013). Au cours de cette phase, il y aurait également des
anomalies métaboliques dans le default mode network ou DNM, un ensemble de régions
cérébrales formant un circuit dont 1’activité est augmenté durant le repos (Brier et al. 2014).
Enfin, la progression vers le MCI semble étre associée a un hypo métabolisme au niveau du
cortex entorhinal (de Léon et al. 2001). Ainsi, il apparait que le cortex entorhinal est perturbé
des les premicres phases précliniques de la pathologie et que 1’aggravation de 1’atteinte de
cette structure pourrait jouer un réle dans I’apparition des premiers troubles cognitifs visibles.

1.4.1.2. Troubles cognitifs légers ou MCI

Le stade de MCI est une entité clinique qui précede généralement la déclaration clinique de la
démence (Petersen et al. 2001). Cependant, comme indiqué plus haut, ce stade parait étre
particulierement hétérogene en termes de durée et méme de devenir clinique. En effet, si le
stade MCI conduit souvent a la déclaration une DTA, il peut mener a d’autres types de
démence ou rester durablement stable (Bennett et al. 2002). Il a méme été récemment suggéré
que le stade MCI pouvait étre suivi d’une rémission vers des performances cognitives
normales (Koepsell et al. 2012). Ce dernier point est particulie¢rement intéressant car il
pourrait également refléter I’action de mécanismes compensatoires.

Le stade MCI est également hétérogéne en termes de présentation clinique. On distingue ainsi
notamment les MCI a dominante amnésique qui représenterait un stade prodromal des DTA,
tandis que les MCI non-amnésiques peuvent également précéder d’autres types de démence
(Gallagher et al. 2010, Sachdev et al. 2011). Si environ 60% des patients MCI présentent des
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indices neuropathologiques suggérant la mise en place d’une DTA, les neuropathologies
vasculaires représenteraient également une part significative des atteintes cérébrales menant
au stade MCI (Petersen et al. 2009). Les MCI amnésiques seraient notamment accompagnés
par une atrophie prédominante du cortex entorhinal (Bell-McGinty et al. 2005), ainsi que par
des altérations métaboliques du cortex rétrosplénial (Nestor et al. 2003) et par une
hyperactivité de I’ensemble gyrus denté (dentate gyrus, DG) et corne d’Ammon 3 (CA3) de
I’hippocampe (Yassa et al. 2010). Certains troubles comportementaux semblent éEtre
spécifiques des MCI amnésiques comme les déficits de localisation d’objets (Hampstead et al.
2011), les déficits de discrimination de configurations ambigiies (pattern separation ; Y assa et
al. 2010), et des déficits de navigation spatiale (Hort et al. 2007, Laczo et al. 2009). Ces
déficits particuliers sont cohérents avec une atteinte spécifique des réseaux du lobe temporal
médian (Delpolyi et al. 2007 ; Lim et al. 2010 ; partie II de I’introduction).

Malgré cette forte hétérogénéité symptomatique des MCI, les processus impliqués dans ce
stade semblent spécifiques et ne correspondant ni aux changements liés au vieillissement ni a
ceux accompagnant les DTA. En effet, les profils d’expression des genes dans le cortex
entorhinal, I’hippocampe, les cortex pariétaux et frontaux durant ce stade sont spécifiques du
MCI et different des profils associés au vieillissement normal ou aux DTA (Berchtold et al.
2014). La particularité¢ du MCI serait qu’il pourrait étre associé a la mobilisation de processus
de compensation, ce qui s’illustrerait par 1’hétérogénéité des devenirs cliniques allant de la
conversion vers la démence a la rémission vers une cognition normale (Koepsell et al. 2012).
L’augmentation de la densité¢ de 1’innervation cholinergique dans 1’hippocampe et le cortex
(Dekosky et al. 2002) pourrait étre un de ces mécanismes compensatoires. En effet, le MCI
s’accompagne de la surexpression de geénes liés a la synaptogénése et la plasticité synaptique
dans ces régions (Berchtold et al. 2014) et, comme évoqué plus haut, 'intensité de I’activité
cholinergique corréle avec I’amplitude des mesures de la réserve cérébrale (Garibotto et al.
2013). Or, les patients porteurs de I’APOE4 pourraient présenter des déficits de ce type de
compensation car ils ont un risque exacerbé de développer un MCI de type amnésique et ont
de moindre taux de rémission vers la normale (Koepsell et al. 2012). Pour toutes ces raisons,
le stade MCI représente probablement la derniére fenétre thérapeutique crédible afin
d’entraver durablement la conversion vers la démence (Selkoe 2012). Durant cette these, je
me suis donc notamment intéress¢ a l’influence de I’allele APOE4 sur les mécanismes
hippocampiques permettant de compenser ’atteinte du cortex entorhinal.

1.4.1.3. La conversion vers la démence.

Environ 10% des patients MCI convertissent vers la démence en une année. Cette conversion
serait notamment influencée par la sévérité clinique, la présence de I’APOE4 et par des taux
¢levés d’atrophie de I’hippocampe, du cortex entorhinal et du subiculum (Petersen et al. 2009,
Devanand et al. 2012). De plus, I’atteinte du cortex préfrontal, du cortex rétrosplénial et du
cortex pariétal semble aussi accompagner la conversion vers la DTA (Chételat et al. 2009,
Fouquet et al. 2009, Carmichael et al. 2012). L’expression d’un MCI de type amnésique
augmenterait fortement le risque de conversion vers la DTA, ce qui rend cette population
particulierement intéressante pour des interventions préventives (Damian et al. 2013).
Cependant, si la présence de I’4APOE4 multiplie par 6 le risque de présenter un MCI de type
amnésique, elle n’influencerait pas significativement le risque de conversion vers la démence
(Barabash et al. 2009), sauf chez les homozygotes (Xu et al. 2013).
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1.4.2 Stratégie thérapeutique

A T’heure actuelle, les options thérapeutiques sont limitées a des traitements n’ayant qu’un
impact léger sur les symptomes cognitifs et ne permettent de retarder la progression de la
pathologie que d’un ou deux ans. Ces traitements comprennent notamment les inhibiteurs de
I’acétylcholine estérase (1IAChE) et la mémantine, un antagoniste non-compétitif des
récepteurs glutamatergiques N-méthyl-D-aspartate (NMDA). Malheureusement, toutes les
tentatives récentes visant la pathologie amyloide ont été des échecs, peut-étre parce qu’ils
ciblaient des patients ayant déja déclaré une DTA (Selkoe 2012).

L’effet bénéfique transitoire des iAChE est cohérent avec un réle compensatoire du systéme
cholinergique dans les phases précoces MCI/DTA. Cependant, ces traitements prescrits
notamment dans les stades Iégers ne parviennent a retarder la progression des troubles que
d’un a deux ans (Rombouts et al. 2002). Ce manque d’efficacité pourrait s’expliquer par une
prescription tardive, souvent aprés la conversion vers la démence. Quoi qu’il en soit, les
traitements cholinergiques manquent d’efficacité chez les 40 a 50% des patients porteurs de
I’APOE4 (Wang et al. 2014), ce qui renforce I’hypothése d’une compensation cholinergique
déficitaire chez ces patients. De son coOté, la mémantine est plutot prescrite aux patients avec
démence modérée a sévere, et elle induirait un effet neuroprotecteur en inhibant les
mécanismes excitotoxiques liés a la sur-activation des récepteurs NMDA. Cependant, la
combinaison mémantine et iAChE pourrait induire de meilleurs résultats cliniques (Figure 2,
Atri et al. 2008).

Fioure 2 : Intérét potentiel de la combinaison iAChE avec mémantine.

(Repris d’Atri et al. 2008)
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La figure représente le taux de déclin cognitif annuel (Blessed Dementia Scale) pour des patients
recevant une monothérapie iAChE (ChEI) et pour des patients recevant une combinaison iAChE et
mémantine. *p<0,05 vs l’absence de traitement ; **p<0,01 vs ’absence de traitement ; ***p<0,001
vs ’absence de traitement ; ## p<0,01 vs monothérapie cholinergique ; ### p<0,001 vs monothérapie
cholinergique.

Cependant, si la bithérapie iIAChE + mémantine peut potentiellement induire un bénéfice
prolongé qui augmenterait méme avec le temps (Parson et al. 2013 ; Gauthier et al. 2013), la
prescription de la mémantine n’est pas pour l’instant pas approuvée durant les phases
précoces des DTA.
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II.  Pathogénése

Actuellement, I’accumulation de protéines anormales (AP et tau hyper phosphorylées) est
considérée comme la principale force responsable de la mise en place des déficits dans les
DTA. Ces protéinopathies induiraient notamment des dommages oxydatifs et inflammatoires
menant a un déreéglement énergétique et a des dysfonctionnements synaptiques (Querfurth et
al. 2010). Cependant, les facteurs déclencheurs de ces protéinopathies restent mal connus. Si
ces anomalies augmentent proportionnellement avec I’age, 1’étude de sujets centenaires
indique que ces protéinopathies ne sont pas des conséquences nécessaires du vieillissement.

Au-dela de ces protéinopathies, il faut noter que les régions cérébrales les plus touchées dans
les DTA sont des régions limbiques caractérisées par le maintien d’un fort potentiel de
plasticit¢ a 1’age adulte (croissance neuritique, remodelages synaptiques, synaptogénese,
neurogénese). De plus, les protéines impliquées dans les DTA (APP, fragments sécrétés de
I’APP, présénilines, ApoE) participent aux phénomenes de neuroplasticité¢ potentiellement
mobilisés par les mécanismes compensatoires. Ainsi, une charge plastique trop importante
pourrait participer a la geneése des DTA (Mesulam 2000). Les DTA sont d’ailleurs
caractérisées par la réexpression d’isoformes protéiques développementales (tubuline
embryonnaire, motif de phosphorylation fcetale de la protéine tau) et sont associées a la
réexpression de protéines lies au cycle cellulaire (CdK1, 4 et 5). Il est donc possible que la
réactivation dans le cadre des DTA des mécanismes développementaux ne refléte que le stade
final de [D’emballement des processus compensateurs recrutant des geénes
développementalement régulés (Arendt 2001).

I1.1. Protéinopathies

Si les protéinopathies décrites par Alois Alzheimer (amyloidopathie et tauopathie) sont
généralement considérées comme étant les causes neuropathologiques des DTA, leurs
association corrélative aux DTA pourraient également traduire un réle de mécanisme de
défense de I’amyloide et du tau hyperphosphorylé (Smith et al. 2002). Ainsi, la présence
d’atteinte cérébrale pourrait expliquer 1’apparition de ces anomalies protéiques bien que les
protéinopathies sont actuellement conceptuellement systématiquement placées en amont des
atteintes cérébrales (Krstic et al. 2013). Pour cette raison, la grande majorité des modeles
animaux repose sur l’induction d’une amyloidopathie, d’une tauopathie, voire de la
combinaison des deux. Cependant ces formes « pures » des protéinopathies de type Alzheimer
ne sont pas nécessairement communes chez le patient, ni méme spécifiques aux DTA. En
effet, une ¢étude chez des centenaires a révélé que si 100% des individus présentent une
tauopathie, 68% ont une amyloidopathie, 25% présentent des accumulations d’a-synucléine,
13% ont une pathologie TDP-43 et 49% présentent des traces de 1ésions vasculaires (Kovacs
et al. 2013). Par conséquent, les protéinopathies et autres pathologies cérébrales
caractéristiques d’autres types de démences ainsi que leur combinaison avec les
protéinopathies de type Alzheimer paraissent étre tres fréquentes au cours du vieillissement.
Enfin, si amyloidopathies et tauopathies sont traditionnellement percues comme des
phénomenes liés, elles pourraient refléter des processus différents. En effet, une étude
rétrospective de 1599 autopsies menées durant les 40 derniéres années suggere que si sur cette
période I’incidence des tauopathies a tendance a augmenter, celle des amyloidopathies
diminue (Kovari et al. 2013).
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I1.1.1 Amyloidopathie

I1.1.1.1 Physiologie de ’APP et de ses dérivés.

L’APP est une glycoprotéine transmembranaire ubiquitaire. Sous sa forme enticre, elle
jouerait notamment un rdle de récepteur de surface et de molécule d’adhésion cellulaire avec
une activité neurotrophique et synaptotrophique (Dodart et al. 2000). Ainsi, ’APP serait
impliquée dans la formation et la maintenance des synapses et protégerait contre
I’excitotoxicité via son domaine KPI (Kunitz protease inhibitor) d’inhibition des protéases
(Mucke et al. 1996). En effet, dans des cultures de neurones hippocampiques, 1’expression de
I’APP favorise la formation et le maintien des épines dendritiques (Lee et al. 2010). L’ APP
peut étre clivée par différentes protéases, ce qui va permettre la geneése d’une multitude de

fragments protéiques bioactifs. Le clivage de I’APP peut suivre deux voies principales (Figure
3).

Figure 3 : Les deux principales voies de clivage de I’APP
Repris de Querfurth et al. 2010
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Le clivage par I’a-secrétase au milieu de la séquence contenant le peptide Ap initie le traitement non-
amyloidogénique qui est majoritaire en conditions normales (90%). Ce clivage génere un fragment
secrété (sAPPa) ainsi qu’un résidu de 83 aa en C-terminal (C83). Ce dernier étant a son tour clivé
par la y-secrétase (présénilines) permettant la libération de peptide p3 et du domaine intracellulaire
de l’amyloide (AICD) qui modulent [’expression des genes.

La voie de traitement amyloidogénique débute par un clivage de la f-secrétase induisant la libération
d’un fragment sécrété plus court (SAPPp). Le reste de la protéine (C99 ou [-CTF) connait alors un
clivage par la y-secrétase induisant la libération de I’Af et de I’AICD. L’Af monomérique peut former
des multimeres toxiques (Crew et al. 2010) puis continué a s’agréger en des formes moins toxiques
(fibrilles puis plaques amyloides). Ainsi, certains postulent que les plaques amyloides pourraient étre
globalement protectrices en permettant la séquestration de [’Af soluble (Montarolo et al. 2013). Les
radeaux lipidiques (Raft) sont des micro-compartiments membranaires enrichis en cholestérol qui
sont particulierement favorables au clivage [-secrétase (Rushworth et al. 2010).

Si les processus de clivage de I’APP peuvent prendre place a la surface cellulaire, le clivage 8
aurait surtout lieu dans les organelles intracellulaires. En effet, la B-secrétase est bien plus
efficace en environnement acide, et 1’activité neuronale induirait 1’internalisation de I’APP et
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son convoyage vers des organelles riches en B-secrétase active tels que les endosomes de
recyclage (Das et al. 2013). Plus largement, 1’ensemble des processus de clivage de I’APP
semble étre controlé par 1’activité synaptique, celle-ci induisant la libération extracellulaire
des différents fragments bioactifs de I’APP. Ceux-ci joueraient un rdle physiologique dans les
modulations de la plasticité neuronale (Brunholz et al. 2011). Ainsi, ils modulent notamment
la potentialisation a long terme (long-term potentialisation ou LTP) qui permet
I’augmentation de la force synaptique entre deux neurones et pourrait étre un substrat
cellulaire de I’apprentissage.

Parmi ces fragments de I’APP, les sAPP ont des effets neurotrophiques, induisent
I’augmentation de I’expression membranaire des récepteurs NMDA et favorisent la
prolifération cellulaire. Ainsi, in vitro, les sAPP augmentent la longueur des neurites, le
nombre de branchements dendritiques et seraient un des médiateurs des effets du NGF sur la
croissance neuritique (Milward et al. 1992). Ils soutiennent également la prolifération des
neuroblastes (Caille et al. 2004) et facilitent la consolidation mnésique (Meziane et al. 1998)
ainsi que la mise en place de la LTP (Ishida et al. 1997). Le sAPPa jouerait aussi le role de
protéine chaperonne pour le cuivre et le zinc en jouant un rdle de transporteur neuronal des
métaux (Chasseigneaux & Allinquant 2012). Enfin, les sAPPa protégeraient contre les
conséquences des stress excitotoxiques, oxydatifs et la déprivation de glucose (Chasseigneaux
& Allinquant 2012). Globalement, les SAPPJ jouent des rdles similaires, mais sans influencer
la LTP et en étant moins neuroprotecteurs (Taylor et al. 2008, Chasseigneaux & Allinquant
2012).

Parmi les différents effets physiologiques de I’AB, il faut notamment distinguer la prévention
des dommages oxydatifs, la stimulation des processus de la LTP, le controle de I’homéostasie
du cholestérol et la modulation de I’activit¢ de nombreuses kinases (notamment ERK et
GDK3). L’activité synaptique entraine physiologiquement la libération d’AP chez le rongeur
(Cirrito et al. 2005) et chez ’'Homme (Brody et al. 2008). LA ainsi sécrété dans des
gammes picomolaires n’influencerait pas 1’activité synaptique basale, mais potentialiserait la
LTP via I’activation directe des récepteurs nicotiniques présynaptiques a7 (a7nAChRs). A
des concentrations plus fortes de 1’ordre nanomolaire, cet effet s’inverse et I’AP inhibe alors
la LTP (Puzzo et al. 2008). Le réle physiologique de I’AB picomolaire est bloqué par les
antagonistes cholinergiques et participerait aux phénomenes d’apprentissage. En effet,
I’inhibition de la production d’AP induit des déficits d’acquisition et de la consolidation
mnésique qui sont reversés par l’instillation d’AP exogeéne en concentration picomolaire
(Garcia-Osta et al. 2009). L’expression de I’Ap sous forme monomérique aide également a la
survie neuronale dans le cadre d’une déprivation de facteurs de croissance et protége les
neurones de I’excitotoxicité (Giuffrida et al. 2009). L’ AP faciliterait également la prolifération
des progéniteurs neuronaux et contrdlerait leur différenciation, 1’AB1-40 induisant une
différenciation neuronale, et I’AB1-42 une différenciation astrocytaire (Chen & Dong 2009).

Enfin, I’AICD participerait aux régulations du cytosquelette et modulerait 1’activité de
différentes kinases (Brunholz et al. 2011). L’AB et I’AICD participeraient a la régulation de
I’homéostasie du cholestérol, en inhibant la biosynthése neuronale du cholestérol et en

inhibant sa capture via la diminution de 1’expression du récepteur aux lipoprotéines LRP1
(Grimm et al. 2011).
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I1.1.1.2 ’Amyloidopathie.

Les DTA sont associées avec une accumulation d’agrégats d’AP (oligoméres, fibrilles et
plaques). Bien que ces accumulations aient également lieu au cours du vieillissement normal
(Rowe et al. 2010), I’hypothése dominante de la pathogénése des DTA reste celle de la
cascade amyloide. Cette hypothese postule que les accumulations d’A seraient I’événement
initiateur de la pathologie. Elle repose notamment sur le fait que les mutations menant
obligatoirement a la maladie d’ Alzheimer familiale induisent des amyloidopathies massives et
que les patients souffrant de trisomie 21 (qui posseédent trois copies du geéne de I’APP)
développent systématiquement une DTA semblable a la maladie d’Alzheimer familiale. De
plus, récemment, une mutation dans la séquence de I’APP a ¢été associée a une réduction
conjointe de la production d’A et du risque de développer une DTA (Jonsson et al. 2012).
Enfin, D’accumulation d’Ap, notamment intra-neuronale, pourrait potentialiser Ie
développement de la pathologie neuro-fibrillaire liée a la protéine tau (Oddo et al. 2003).

Les effets toxiques de I’ AP seraient notamment médiés par les pertes synaptiques induites par
les différentes formes oligomériques d’AB (Lue et al. 1999, Selkoe 2002), potentiellement via
I’induction d’un stress oxydatif au niveau des mitochondries synaptiques (Du et al. 2010). Les
AP oligomériques peuvent également bloquer post-synaptiquement la LTP (Krafft et al.
2010). L’activité synaptique va faciliter la formation d’oligoméeres d’AP, en co-libérant de
I’APB et du zinc ce dernier potentialisant les processus d’oligomérisation (Deshpande et al.
2006). Dans le cadre des formes familiales de la Maladie d’Alzheimer, 1’anabolisme de I’AB
est augmenté (Zhang et al. 2009), alors qu’un tel effet est absent des DTA. Il est néanmoins
possible qu’avec le vieillissement caractérisant les DTA la dégradation de I’AB par la
néprilysine soit tout de méme moins efficace (Yasojima et al. 2001, Iwata et al. 2002). Enfin,
il semble que le développement de I’amyloidopathie hippocampique serait associé a I’atteinte
du cortex entorhinal. En effet, les lieux d’accumulation préférentiels de I’AP dans
I’hippocampe correspondent aux zones de terminaison des projections du cortex entorhinal
chez ’humain (Hyman et al. 1986) comme chez la Souris (Fukami et al. 2002).

Cependant, malgré ces arguments, il faut étre conscient que le degré d’accumulation d’AB
n’est pas directement li¢é a I’étendue des troubles cognitifs et des neurodégénérescences.
Ainsi, il pourrait représenter un processus indépendant (Jack et al. 2014).

I1.1.2 Tauopathie.

Globalement, si I’accumulation de protéines tau hyper-phosphorylées au niveau du cortex
entorhinal semble étre une conséquence quasi-obligatoire du vieillissement, il apparait
néanmoins que son extension vers 1’hippocampe correéle avec la progression des troubles
cognitifs dans les DTA (Braak et al. 2006). L’activité biologique de la protéine tau est
fortement régulée par son état de phosphorylation. Avec le vieillissement, les processus de
phosphorylation s’emballeraient et induiraient la formation d’agrégats neurotoxiques ayant la
capacité de se propager le long des circuits cérébraux. Parmi ceux-ci, les circuits reliant les
cortex perirhinaux, entorhinaux et 1’hippocampe seraient particuliérement sensibles a ces
accumulations. A I’heure actuelle, aucune mutation associée a la protéine tau n’a été décrite
dans le cadre des DTA, malgré la découverte de nombreuses mutations associées au
développement de démences fronto-temporales.

19



CHAPITRE 1:

Pathogénese

I1.1.2.1 Physiologie de la protéine tau.

La protéine tau est une protéine de liaison aux microtubules. En tant que telle, elle module
notamment 1’état de polymérisation des microtubules et donc la dynamique du cytosquelette
et le transport axonal. En effet, lorsque la protéine tau est faiblement phosphorylée, elle se lie
aux microtubules ce qui permet leur stabilisation. Cependant, la protéine tau peut Etre
phosphorylée par de nombreuses kinases (GSK3p, MAPK, les CdK, JNK, PKA, PKC, Fyn...)
sur au moins 85 sites différents dont au moins 40 sont phosphorylés dans le cadre des DTA
(Avila 2009, Hanger et al. 2009). Le niveau de phosphorylation de la protéine tau dépendrait
ainsi d’un équilibre finement régulé entre les kinases et diverses phosphatases (PP1, PP2A,
PP2B...). Les effets biologiques de la phosphorylation dépendraient notamment des résidus
qui sont phosphorylés. Généralement la phosphorylation de tau réduirait ses interactions avec
les membranes cellulaires de méme que son affinité pour les microtubules tout en facilitant
ses interactions avec d’autres protéines de liaison aux microtubules. L hyperphosphorylation
de tau induirait ultimement une déstabilisation des microtubules qui faciliterait la dynamique
du cytosquelette et pourrait ainsi participer aux phénomenes de division et de prolifération
cellulaire (Hong et al. 2010), ainsi qu’a la neurogénése et aux remodelages dendritiques et
axoniques (Llorens-Martin et al. 2012).

Figure 4 : Fonctions et pathologies de la protéine tau
Repris de Querfurth et al. 2010

Fpa CREAA Al PR i GiEAE

| lkd l BALEE it
P — | — AP
T A \ ] |
"] L)
= .

rrar ol LSk s e " -‘
o L : | 1 '|I';i. =
130 Fld 1% | ] 15 40

Rl | ra | m

1K1, 30%-231 40
™ I—U’ID—- T

- ] 8

441

[*}

P el
Blirreirsty
ik
Ry
.}_| .?'- Loy
ol L
-
a) §Y,
A T b w
Cort sl it ohububes W B 1
jerpassed monal raraperth o & h "
F v
e s pherpated
Esa pocisey
@

20



CHAPITRE 1:
Pathogénese

Les séquences RI1 a R4 (encadré) forment le domaine de liaison aux microtubules de tau (MBD). La
phosphorylation normale de tau a lieu sur les résidus sérine (S) et thréonine (T) de tau. Quand ces
résidus sont suivis d’'une proline, ils vont étre phosphorylés par les kinases GSK-3, Cdk-5 et MAPK.
Ces phosphorylations de tau régulent normalement la dynamique des micro-tubules en les
déstabilisants. Cependant, dans le cadre des DTA, certains sites, notamment a proximité de la
sequences de liaison aux microtubules, sont hyperphosphorylés ce qui entrainerait des perturbations
du cytosquelette et notamment du transport axonal et finirait par générer différents agrégats
protéiques pathologiques (pairs de filaments, agrégats et enfin dégénérescences neuro-fibrilaires).

I1.1.2.2 La tauopathie.

L’hyperphosphorylation de tau est commune dans le cadre du vieillissement normal,
notamment au niveau du cortex entorhinal et 1’agrégation de tau sous forme de fibrilles est
présente dans de nombreuses pathologies neurodégénératives.

Cependant, dans les DTA cette hyperphosphorylation de tau s’étend a I’hippocampe puis aux
aires corticales associatives et au cerveau antérieur de la base (Braak et al. 2006). Chez le
patient DTA, la présence d’une tauopathie serait nécessaire pour qu’Af soit toxique (Desikan
etal. 2012) et, a 'inverse, la présence d’une pathologie amyloide exacerberait I’agressivité de
la tauopathie (Héraud et al. 2013). Cependant, comme ces deux protéinopathies ont tendance
a se développer dans des régions cérébrales distinctes, la question de la facon dont elles
s’influencent mutuellement reste ouverte (Musiek et al. 2012). Dans les DTA, la tauopathie
toucherait précocement et massivement le cortex entorhinal, CA1, ainsi que le pré- et le para-
subiculum (Fukutani et al. 1995). L’atteinte du cortex entorhinal par la tauopathie serait
particulierement critique, cette accumulation de tau étant suffisante pour induire des déficits
de plasticité au niveau des voies perforantes entorhino-hippocampique (Polydoro et al. 2013).
De plus, I’atteinte du cortex entorhinal semble suffisante pour induire des déficits cognitifs, la
tauopathie touchant essentiellement les neurones entorhinaux et leurs projections au moment
de la déclaration des symptomes (Thal et al. 2000). En effet, cette atteinte entorhinale massive
par la tauopathie y entrainerait des pertes de plus de la moiti¢ des neurones (Gomez-Isla et al.
1996), ce qui réduirait sensiblement la densité des entrées synaptiques dans 1I’hippocampe. Ce
phénoméne a été conceptualisé en tant que « syndrome de déconnexion hippocampique »
(Hyman et al. 1984), et contribuerait significativement a 1’apparition des premiers déficits
cognitifs.

Ainsi, globalement, la tauopathie serait plus directement liée que I’ AP aux pertes synaptiques
et au développement des déficits cognitifs précoces (Malchiodi-Albedi et al. 1997, Llorens-
Martin et al. 2014).

I1.1.3 Protéinopathies ou mécanismes de défense ?

Le dogme d’un rdle causal de ’amyloidopathie et la tauopathie dans la pathogénéese des DTA
est rarement remis en cause. Cependant, si ces protéinopathies sont liée a la présence d’une
DTA, cet effet pourrait n’avoir que peu de conséquences cliniques voir méme traduire un rdle
neuroprotecteur selon les auteurs (Smith et al. 2002, Maltsev et al. 2013).

Ainsi, les atteintes cérébrales liées au vieillissement pourraient en fait mobiliser la production
d’amyloide et induire la phosphorylation de tau plutét qu’en étre les conséquences (Krstic et
al. 2013). Un argument en faveur de cette hypothése vient des sujets asymptomatiques qui
présentent des amyloidopathies et tauopathies similaires a celles des patients DTA, mais sans
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déficits cognitifs (Iacono et al. 2014). Les différences dans 1’expression clinique par rapport a
I’é¢tendue des protéinopathies s’expliqueraient alors par le génotype APOE ou par la présence
de comorbidités comme des pathologies cérébrovasculaires (Monsell et al. 2013). En effet,
I’ AP dérivé des patients asymptomatiques posseéde une toxicité similaire a celle de I’ AP dérivé
de patients DTA, confirmant que les phénoménes amyloides présents chez les patients
asymptomatiques ne différent pas fondamentalement de ceux présents chez les patients DTA
(Duran-Aniot et al. 2013). La question de I’'implication réelle des protéinopathies dans la
pathogénese des DTA est pourtant d’une importance capitale au moment ou les recherches
thérapeutiques tendent a promouvoir un ciblage préclinique de I’amyloidopathie, c’est-a-dire
a un stade encore dénué d’atteinte cérébrale majeure (West et al. 2004, Castello et al. 2013).
Méme les effets des mutations familiales pourraient étre indépendants de I’Ap lui-méme. En
effet, ces mutations entrainent également des déficits de transport et de protéolyse endo-
lysosomale et les mutations des présénilines altérent le clivage de nombreuses protéines
transmembranaires autres que I’APP (cadhérines, ephrines, Notchl, EphB...), ce qui pourrait
perturber la transduction du signal de nombreuses voies cellulaires (Pimplikar et al. 2010).

Quoi qu’il en soit, il apparait que le meilleur corrélat de I’apparition et du développement des
déficits cognitifs reste I’ampleur des pertes synaptiques (Terry et al. 1991), celle-ci étant
directement liée a la perturbation fonctionnelle des réseaux neuronaux concernés.

I1.2. Altérations neuronales et synaptiques.

Dans les DTA, I’ampleur des pertes synaptiques jouerait un role central dans la genése des
déficits cognitifs, qu’elle soit causée par les protéinopathies ou par d’autres facteurs. Ainsi,
les pertes synaptiques précoces au niveau du cortex entorhinal, de 1’hippocampe, du néocortex
(surtout frontal, pariétal) ainsi que dans le noyau basal de Meynert seraient responsables de
I’apparition des troubles cognitifs (Masliah et al. 2001). Au-dela des pertes synaptiques, il
faut également préciser que les DTA sont aussi caractérisées par des pertes neuronales qui
joueraient un rdle central dans I’apparition des déficits cognitifs. En effet, si I’étendue de
I’amyloidopathie ou de la tauopathie ne permet pas de différencier les individus
asymptomatiques des patients, la présence d’une perte neuronale serait spécifique des
individus souffrant de symptomes cognitifs (Andrade-Moraes et al. 2013).

Ces pertes synaptiques et neuronales se traduiraient au niveau macroscopique par un patron
d’atrophie caractéristique des DTA. Dans les stades de MCI, les zones les plus atrophiées sont
donc le cortex entorhinal, 1I’hippocampe, I’amygdale et le cortex para-hippocampique
(Fennema-Notestine et al. 2009). Plus précisément, les patients souffrant de la variante
amnésique du MCI présenteraient une atrophie prépondérente du cortex entorhinal et de
I’amygdale tandis que les autres MCI auraient plutot des atrophies frontales (Bell-McGinty et
al. 2005). L’atrophie du cortex entorhinal serait donc une marque caractéristique d’une DTA
en cours de mise en place, ce qui n’est pas forcément le cas dans les formes familiales
héréditaires de la maladie d’ Alzheimer (Shibuya et al. 2012). Avec la conversion du MCI vers
la DTA, I’atrophie s’étendrait ensuite au cortex pariétal inférieur, au cortex rétrosplénial ainsi
qu’au cortex frontal médian (Fennema-Notestine et al. 2009) et au thalamus (Roh et al. 2011).
La conversion vers la démence serait ainsi caractérisée par une perturbation progressive des
réseaux extra-hippocampiques et notamment des circuits préfrontaux (Carmichael et al.
2012).
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I1.2.1 Pertes dans la formation hippocampique.

L’atrophie de I’hippocampe deviendrait détectable environ 4 ans avant le diagnostic de DTA
(Villemagne et al. 2013). Cependant, 1’atrophie du cortex entorhinal et de 1’hippocampe
pourrait également accompagner le vieillissement normal (Kerchner et al. 2013), bien qu’elles
soient particuliérement marquées chez les patients MCI en voie de convertir vers la démence
(Stoub et al. 2010). Ces atrophies seraient dii a des pertes synaptiques précoces indépendantes
de 1’amyloidopathie (Heinonen et al. 1995). Ces pertes synaptiques pourraient E&tre
directement liées a des pertes neuronales précoces dans le cortex entorhinal et le subiculum
qui entraineraient alors un isolement relatif de 1’hippocampe de la plupart de ses entrées et
sorties corticales, un phénomeéne conceptualisé en tant que « syndrome de déconnection
hippocampique » (Hyman et al. 1984). En effet, s’il n’y a pas de pertes neuronales marquées
dans le cortex entorhinal au cours du vieillissement normal ou des phases précliniques des
DTA, I’apparition des déficits cognitifs coinciderait avec la présence de pertes neuronales
significatives (Price et al. 2001). Ces pertes neuronales entorhinales seraient, au moins en
partie, dues a la tauopathie exacerbée touchant cette région (Hof et al. 2003) et causeraient
directement les pertes synaptiques dans les couches hippocampiques recevant les entrées
entorhinales (Hamos et al. 1989); ces pertes synaptiques seraient alors responsables des
déficits cognitifs précoces (Sze et al. 1997).

I1.2.2 Pertes cholinergiques.

On suspecte depuis longtemps 1’existence d’un lien particulier entre les dysfonctionnements et
les pertes des neurones cholinergiques, le vieillissement et la présence de déficits cognitifs
(Bartus et al. 1982).

Cependant, il n’y aurait pas de perte franche de neurones cholinergiques durant le MCI et les
phases précoces des DTA bien que, par la suite, la réduction du nombre de neurones
cholinergiques soit corrélée a la sévérité de la démence (Gilmor et al. 1999). Malgré I’absence
de pertes neuronales précoces, les neurones cholinergiques présenteraient une tauopathie
précoce (Mesulam et al. 2004), mais a progression lente (Vana et al. 2011). Avec la
progression des DTA, le nombre de neurones cholinergiques exprimant les récepteurs aux
facteurs de croissance tyrosine kinase et p75ntr diminue, ce qui suggere une perte de
sensibilit¢ des neurones cholinergiques aux facteurs neurotrophiques (Salehi et al. 1996,
Mufson et al. 2000, Ginsberg et al. 2006). Ces altérations n’iraient pas de pair avec des pertes
neuronales, mais plutot avec des perturbations fonctionnelles des neurones cholinergiques
(Mufson et al. 2002).

Au niveau des projections de ces neurones, certains dysfonctionnements cholinergiques
(diminution de I’expression de la ChAT et des récepteurs muscariniques dans le néocortex)
seraient présents dés les stades précliniques (Potter et al. 2011). Globalement, les cerveaux
DTA avancés présentent des diminutions de I’expression des récepteurs nicotiniques, malgré
I’augmentation de 1’expression du récepteur a7nAChR dans 1’hippocampe (Nordberg et al.
2001). De maniére intéressante, ces a7nAChRs pourraient €tre particulicrement impliqués
dans la pathogénése des DTA (Teaktong et al. 2003). En effet, les régions avec forte
expression des a7nAChRs sont également celles qui sont les plus sujettes a présenter une
amyloidopathie (Ikonomovic et al. 2009). L’amyloidopathie pourrait étre facilitée par
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I’expression de I’a7nAChRs celui-ci induisant I’endocytose neuronale de I’AB1-42 (Nagele et
al. 2002). L’ AP oligomérique agissant en tant que ligand des a7nAChRs (Lilja et al. 2011).
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III. L’Apolipoprotéine E

L’apolipoprotéine E est la principale apolipoprotéine du systeme nerveux central. Elle y joue
notamment un role dans 1’endocytose des lipoprotéines et participe ainsi au transport du
cholestérol et des autres lipides vers les neurones, ou ceux-ci sont utilisés notamment pour la
néo-synthése membranaire nécessaire au furn-over synaptique et a la croissance neuritique
ainsi que comme substrat. En plus de son role dans le transport des lipoprotéines, la liaison de
I’ApoE avec ses récepteurs activerait également différentes voies de signalisations
intracellulaires liées a ces récepteurs.

IIL.1. Génotype APOE et cognition

L’APOE4 étant le principal facteur de risque génétique pour les DTA, de nombreuses études
ont cherché a déterminer son impact sur la cognition, que ce soit chez I’Homme ou la Souris
transgénique. Globalement, il apparait que ’APOE4 exerce un effet négatif sur la cognition
notamment via [’augmentation du risque de présenter un vieillissement pathologique.
Cependant, en début de vie ’APOE4 n’aurait qu’un effet limité sur la cognition et il est méme
possible que ’APOE4 induise une facilitation cognitive durant le développement précoce et
les deux premieres décennies de vie.

I11.1.1 Isoformes de ’APOE

Chez I’homme, ’4APOE est majoritairement présente sous la forme de trois alleles dénommés
APOE epsilon €2 (APOE2), APOE epsilon €3 (APOE3) et APOE epsilon ¢4 (APOE4). Ces
alleles codent pour trois isoformes protéiques ApoE2, ApoE3 et ApoE4. L’APOE3 est
majoritaire dans la population normale, mais I’APOE4 est surreprésenté dans les populations
DTA (Tableau 3).

Tableau 3 : Fréquence des génotypes APOE aux Etats-unis et risque pour les DTA.
D’aprés Raber et al. 2004

Génotype Fréquence dans la Fréquence dans la Risque de DTA induit
population normale (%)  Population DTA (%) par le génotype (%)
E2/E2 1 0.1 0.08
E2/E3 12 4 32
E3/E3 60 35 5.1
E3/E4 21 42 18
E4/E4 2 16 67

Les séquences des différents isoformes de 1’ ApoE ne différent que par deux acides aminés en
position 112 et 158, I’apoE2 ayant une cystéine a ces deux positions, I’apoE3 ayant une
cystéine en position 112 et une arginine en position 158, et ’apoE4 ayant une arginine en 112
et en position 158. Ces différences minimes influenceraient cependant fortement les
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propriétés de liaison de I’ ApoE a ces récepteurs ainsi qu’aux lipoprotéines (Kim 2009). Ainsi,
I’ApoE4 se lierait préférentiellement aux lipoprotéines de faible densité alors que I’ApoE3 et
I’ApoE2 ont une préférence pour les lipoprotéines de haute densité (Dong et al. 1994). Ces
différences pourraient expliquer pourquoi ’4APOE4 semble moins efficace que les deux autres
alleles pour le transport du cholestérol et des lipides. Enfin, la spécificité¢ structurelle de
I’APOE4 induirait la capacité de rester de maniére stable dans une conformation en globule de
Molton, une conformation qui faciliterait 1’agrégation de I’ApoE et altérerait sa liaison avec
les lipides tout en facilitant sa dégradation et la genése de fragments neurotoxiques (Zhong &
Waisgraber 2009).

L’APOE4 posséde la plus grande homologie avec I’APOE des autres primates et elle serait
I’allele ancestral (Finch & Sapolsky 1999). En effet, il était déja présent chez 1’homme de
Dénisova (Mclntosh et al. 2012), une lignée archaique proche a la fois de ’homme de
Neandertal et de ’homme anatomiquement moderne qui se serait apparié avec ces deux sous-
especes (Reich et al. 2010, Meyer et al. 2012). L’APOE3 serait apparu avant 1’émergence de
I’Homo Sapiens il y a plus de 300 000 ans, tandis que I’APOE? serait plus récent avec un age
estimé a environ 200 000 ans (Finch & Sapolsky 1999). La fréquence de ’APOE3 aurait
commencé a augmenter il y a 200 000 ans (Fullerton et al. 2000), potentiellement en lien avec
une adaptation a une diéte enrichie en viande (Finch & Stanford 2004, Finch 2010). En effet,
I’apparition chez I’Homme du polymorphisme de I’APOE coinciderait avec celle d’autres
polymorphismes modernes (APOH, Prnp codant pour la protéine prion...) qui induiraient tous
une protection accrue contre les risques inhérents a une consommation importante de viande
et de cerveaux mammaliens, voire méme humains (hypercholestérolémie, risque d’infection
par des pathologies a prions, virus, bactéries et autres protozoaires; Finch & Stanford 2004).
De plus, le génotype APOE influence les réponses immunitaires, or 1’infection chronique est
la principale cause de mortalité¢ (73% des déces) chez les chasseurs-cueilleurs (Finch 2010).
Alternativement, I’augmentation de la prévalence des alleles APOE3 et APOE2 pourrait
s’expliquer par I’avantage évolutif associé¢ a un vieillissement non-pathologique, notamment
en termes de soins donnés aux enfants par les membres agés du groupe afin de décharger les
membres plus jeunes (théorie des grands-méres, Finch & Sapolsky 1999).

La fréquence des différents génotypes APOE donnée dans le tableau 3 reprend les valeurs
moyennes de la population américaine d’origine européenne. Cependant, a 1’échelle mondiale,
il y a une forte variation géographique dans la fréquence des différents génotypes APOE
(Figure 5). Ainsi, en Europe, la proportion d’APOE3 est la plus importante dans le bassin
méditerranéen tandis que la fréquence la plus forte d’APOE4 se retrouve dans les populations
d’Europe du nord (Egert et al. 2012, Ward et al. 2012). De méme, la fréquence de ’APOE4
est relativement plus faible dans les populations d’Europe méridionale et d’Asie (Crean et al.
2011).
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Figure 5 : Prévalence du génotype APOE4 dans différentes régions du monde :
D’apres Ward et al. 2012
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Ces différences géographiques pourraient s’expliquer en partie par les effets spécifiques de
I’APOE4 sur le métabolisme du cholestérol. En effet, ’4APOE4 augmente les niveaux de
cholestérol circulants et sous les latitudes les plus froides ou les plus chaudes, le fort taux
métabolique nécessiterait plus de cholestérol. De plus, cette répartition allélique se serait mise
en place a une époque ou le mode de vie frugal (chasseur-cueilleur) n’était pas associé a une
exposition a des taux de cholestérol aussi important que ceux de la diete moderne (Einsenberg
et al. 2010). Un autre facteur environnemental pouvant influencer positivement la sélection du
génotype APOE4 serait 1’exposition au paludisme. En effet, la proportion d’APOE4 est
souvent élevée dans les populations vivant dans des zones connaissant un état de malaria
endémique et le sérum dérivé de sujets porteurs de I’APOE4 inhibe la croissance du parasite
P.Falciparum responsable du paludisme (Fujioka et al. 2013).

I11.1.2. APOE4 et cognition, un exemple de pléiotropie antagoniste ?

Avec le vieillissement, ’APOE4 est associée non seulement a diverses pathologies
neurodégénératives, mais également a des pathologies cardio-vasculaires graves comme
I’athérosclérose. Il peut donc sembler étrange que cet alléle se soit maintenu au cours de
I’évolution. L’4POE4 serait en fait un bon exemple de I’effet de pléiotropie antagoniste, un
mécanisme évolutif par lequel un all¢le représentant un facteur de risque important pour des
pathologies liées a la sénescence reste positivement sélectionné de par ses effets positifs sur la
survie durant la jeunesse (Williams 1957). En effet, ’APOE4 exercerait plutdt une influence
positive sur la cognition durant la petite enfance (Wright et al. 2003), il induirait encore un
avantage cognitif significatif en début de vie (Han et al. 2007a, Mondadori et al. 2007), puis il
serait associ¢ a des déficits cognitifs durant le vieillissement (figure 6, Han et al. 2008, Deary
et al. 2002). Ainsi, I’effet positif de I’APOE4 sur la cognition serait encore détectable a la
vingtaine, mais des la cinquantaine un léger déclin mnésique devient détectable (Schultz et al.
2008). Cependant, cet effet de pléiotropie antagoniste reste discuté (Ihle et al. 2012) et n’a pas
été franchement étudié¢ dans les modeles transgéniques exprimant les différentes isoformes de
1I’ApoE.
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Figure 6 : Performances mnésiques et alléles APOE3 et APOE4
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L’influence de I’APOE4 sur les performances mnésiques et plus largement sur les capacités cognitives
illustre bien le phénomene d’antagonisme pléotropique. 1/ en début de vie, I’APOE4 faciliterait le
développement, notamment dans le cadre de conditions de vie difficiles. 2/ jusqu’a 20-25 ans, les
porteurs de I’APOE4 peuvent avoir des performances légerement plus élevées que les porteurs de
I’APOE3. 3/ en milieu de vie, les sujets APOE3 et APOE4 ne différent pas significativement ['un de
[’autre. 4/ vers 55-60 ans, le déclin mnésique débuterait précocément chez les porteurs de I’APOEA4,
tandis que les porteurs de [’APOE3 maintiendraient plus longtemps leurs performances
(potentiellement via la compensation des effets déléteres liés au vieillissement). 5/ en fin de vie,
I’APOEA4 n’influencerait pas significativement la vitesse de déclin cognitif par rapport a I’APOE3.

En début de vie, ’APOE4 réduirait le risque de fausse couche (Zetterberg et al. 2002) de
méme que la mortalité périnatale (Becher et al. 2006) et faciliterait le développement cognitif
durant les deux premieres années de vie (Oria et al. 2005). Aux alentours de la vingtaine, les
sujets porteurs de I’APOE4 ont un QI plus élevé que les non-porteurs (Yu et al. 2000), font
plus souvent de hautes études que les APOE2 (Hubacek et al. 2001) et ont de meilleures
performances cognitives (Puttonen et al. 2003 ; Mondadori et al. 2007). De manicre
intéressante, il apparait que les souris transgéniques APOE4 jeunes présentent une LTP plus
importante dans 1’hippocampe, ce qui pourrait concourir a de meilleures capacités
d’apprentissage (Kitamura et al. 2004). Cependant, chez I’humain, I’APOE4 pourrait déja
avoir un effet négatif sur la cognition si un historique de DTA existe dans la famille (Bloss et
al. 2008), ce qui suggere la présence de facteurs héréditaires supplémentaires influengant la
cognition chez les APOE4. Ces effets positifs se tassent ensuite et chez I’individu adulte il n’y
aurait pas de différences cognitives franches entre les porteurs de I’APOE4 et le reste de la
population (Alexander et al. 2007).

Avec le vieillissement normal, ’APOE4 commencerait a étre associé a des troubles cognitifs.
Cet effet négatif de I’4APOE4 serait surtout marqué au début du vieillissement et spécifique a
certains domaines, notamment la mémoire épisodique (Liu et al. 2010) et les fonctions
exécutives (Small et al. 2004). Ces effets négatifs prennent place malgré une compensation
passant par le recrutement d’aires cérébrales additionnelles pour répondre aux besoins des
taches épisodiques (Han et al. 2007a). Si les tests neuropsychologiques classiques peuvent
manquer de sensibilité, les porteurs APOE4 agés présenteraient notamment des déficits de
reconnaissance d’objets et de navigation spatiale (Berteau-Pavy et al. 2007). L’effet de
I’APOE4 consisterait a précipiter le déclin en mémoire épisodique, celui-ci se manifestant
vers la cinquantaine chez les porteurs contre la septantaine chez les non-porteurs (Caselli et al.
2009). Ces déficits pourraient s’expliquer par des perturbations spécifiques au niveau du
cortex orbitofrontal et du cortex pariétal latéral (Brown et al. 2011), bien que I’incidence de la
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démence chez ces porteurs APOE4 puisse également expliquer ces effets cognitifs (Practorius
et al. 2013). En effet, d’aprés une étude menée chez 764 sujets contrdles, 131 patients MCI et
168 patients DTA, ’APOE4 n’influence pas significativement les performances chez les
sujets agés sains si on prend en compte 1’effet 1i¢ aux DTA (Foster et al. 2013).

Ainsi, c’est sur le déclin cognitif pathologique que I’influence de I’APOE4 est la plus claire.
L’APOE4 est associé a une augmentation du risque de présenter une DTA et induit une
déclaration de la pathologie plus précoce d’environ 10 ans par all¢le (Corder et al. 1993). Ces
effets seraient d’autant plus marqués chez les femmes (Beydoun et al. 2012, Altman et al.
2014). Cependant, si I’APOE4 précipite 1’apparition des symptdmes, son influence sur la
vitesse de progression de la pathologie est moindre (Roses et al. 1996). Au-dela du
vieillissement, 1’influence négative de I’APOE4 sur la cognition pourrait dépendre de la
présence de dommages cérébraux. En effet, 'APOE4 augmente la sévérit¢ des déficits
neurologiques chroniques dans le cadre de la démence pugilistique (Jordan et al. 1997) et chez
les joueurs de football américain (Kutner et al. 2000). De plus, ’APOE4 est associée a un
retard de la récupération cognitive et neurologique apres traumatismes craniens (Friedman et
al. 1999), un résultat confirmé expérimentalement chez la souris transgénique (Sabo et al.
2000, Bennet et al. 2013). Ces effets négatifs de ’APOE4 seraient médié par un retard de
récupération plus que par une sensibilité initiale a 1’atteinte plus importante (Zhou et al.
2008). L’étude d’expression des geénes apres traumatisme cranien expérimental chez la Souris
suggere d’ailleurs que la mauvaise récupération associée a I’APOE4 serait plus liée a un
défaut de réparation neuronale qu’a I’activation de mécanismes pathologiques (Crawford et
al. 2009). Quoi qu’il en soit, ce retard de récupération resterait tout de méme sensible au
vieillissement chez ’Homme, les porteurs de I’APOE4 agés de 20 a 25 ans présentant une
récupération normale voire meilleure aprés traumatisme cranien (Han et al. 2007b).

I11.1.3 Effets cognitifs de I’APOE4 chez la Souris transgénique

Les effets de ’APOE4 sur la cognition chez la Souris sont influencés par 1’age, le sexe et le
type de constructions transgéniques. En effet, il existe trois grandes familles de lignées
transgéniques exprimant des isoformes humaines de ’APOE, soit spécifiquement dans les
astrocytes (sous le contréle du promoteur du GFAP), soit spécifiquement dans les neurones
(sous le contréle du promoteur de I’énolase neuronale, NSE), soit enfin sous le contréle du
promoteur de I’APOE (souris KI ou targeted replacement, TR) ce dernier model permettant
une expression physiologiquement régulée de ’APOE. 11 est a noter que la souris ne possede
qu’une forme d’ApoE qui partagerait les propriétés physiologiques de 1’ApoE4 (également 2
arginines en positions 112 et 158 ; Rajavashisth et al. 1985) et de 1’ApoE3 (thréonine
commune en position 61 qui est critique pour la conformation spatiale de la protéine ;
Weisgraber & Mahley 1996)

Chez les souris APOE4-GFAP, des déficits en mémoire de travail en labyrinthe radial sont
présents vers 11-14 mois en absence d’une quelconque pathologie amyloide (Hartman et al.
2001), bien que des déficits partiels de navigation puissent étre présents chez les femelles des
6 mois (VanMeer et al. 2007). Chez les souris APOE4-NSE, les déficits spatiaux
apparaitraient plus précocement des 6-8 mois chez les femelles (Raber et al. 2002). Chez les
souris APOE-TR enfin, les souris femelles APOE4 ont des déficits de localisation d’objets
vers 4-8 mois (Grootendorst et al. 2004, Kornecook et al. 2009) et présentent des déficits de
navigation en piscine de Morris vers 15 mois (Bour et al. 2008). Il apparait donc que
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I’expression neuronale de I’ApoE4 est potentiellement toxique et que les souris femelles sont
plus sensibles aux effets spontanés de I’APOE4 sur la cognition.

Ainsi, chez la souris, I’4APOE4 induirait des déficits spontanés plutot modérés se développant
avec I’age, notamment chez les femelles. Au moment ou débutait ce travail, I’hypothése de
I’antagonisme pléiotropique n’avait pas encore été évaluée dans ces modeles transgéniques et
cela a motivé la premiere étude de mon travail (Publication n°1).

I11.1.4 APOE4, atteintes cérébrales et des troubles cognitifs lices aux DTA.

Les effets cliniques de la présence de I’APOE4 nous renseignent indirectement sur le role
potentiel de cet alléle dans la pathogénése des DTA. Il apparait ainsi que ’APOE4 joue un
role négatif essentiellement durant les phases précoces de la pathologie. De plus, ’APOE4
outre son effet facilitateur de I’apparition des troubles cognitifs, perturberait spécifiquement
certaines fonctions en lien avec certaines atteintes cérébrales.

Il est possible que la population DTA porteuse de I’APOE4 représente ainsi une pathologie a
part. En effet, les patients APOE4 différent des autres au niveau des zones cérébrales les plus
touchées et en termes de troubles cognitifs associées. L’APOE4 favoriserait en fait surtout des
déficits mnésiques de type DTA et n’aurait pas d’effet négatif significatif sur d’autres types
de démence (Rogalski et al. 2011). Les patients DTA porteurs de I’APOE4 présentent ainsi
une atrophie exacerbée du lobe temporal médian en association avec des troubles mnésiques
prédominants, tandis que les non-porteurs auraient plutdt des déficits de mémoire de travail,
de controle exécutif et d’acces lexical en association avec une atrophie a prédominance
fronto-pariétale (Wolk et al. 2010). De plus, les sujets APOE4 présenteraient précocement des
déficits de navigation et d’orientation spatiale (Laczo et al. 2010) associés a des déficits de
reconnaissance d’objets (Berteau-Pavy et al. 2007). Le néocortex temporal serait donc une des
cibles privilégiées de ’APOE4 (De Léon et al. 2001), de méme que 1’hippocampe qui est plus
atrophié chez les porteurs (Manning et al. 2014). Au niveau de la formation hippocampique, si
vieillissement normal et DTA induisent surtout des atrophies du cortex entorhinal, du
subiculum, de CA1 et de CA2, la présence de I’APOE4 est associée a une atteinte encore plus
marquée du gyrus denté (DG) et de CA3. L’4APOE4 induirait la plupart de ses effets négatifs
pendant les phases précoces des DTA, donc potentiellement durant une période spécifique de
la pathogénese. En effet, ’APOE4 est un facteur de risque important pour le développement
d’un MCI, mais n’influencerait pas le risque de transition vers les DTA (Brainerd et al. 2013),
sauf en cas d’homozygotie qui augmente le risque de conversion et I’accélere de 3 ans (Xu et
al. 2013). Une fois la DTA déclarée, I’APOE4 n’influencerait plus significativement le taux
de déclin cognitif (Corder et al. 1995, Growdon et al. 1996), méme en prenant en compte les
homozygotes (Dal Forno et al. 1996). Paradoxalement, il apparaitrait méme que les
homozygotes E4/E4 présenteraient potentiellement un déclin cognitif plus lent, ce qui suggere
que différents mécanismes sont impliqués dans la mise en place d’une part et dans la
progression de la DTA d’autre part (Hoyt et al. 2005).

Ainsi, I’APOE4 accélérerait bien la progression de la pathologie, mais spécifiquement durant
les phases les plus précoces précédant ou entourant la déclaration des troubles (Cosentino et
al. 2008, Foster et al. 2013). Cet effet suggére que ’4APOE4 impacte plus particulierement les
processus biologiques sous-tendant ces premiéres étapes de mise en place des déficits
cognitifs comme durant le MCI. De maniére intéressante, il semblerait qu’il y ait justement
une surexpression de I’ApoE spécifiquement durant les phases les plus précoces des DTA, ce
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qui semble confirmer que 1I’ApoE participe activement aux processus mis en jeux dans les
phases précoces, notamment dans le cadre du MCI (Glockner et al. 2002). Se pose alors la
question du (ou des) processus sur le(s)quel(s) I’APOE4 induit ces effets négatifs.

II1.2. Une protéine pléiotropique

L’APOE4 est souvent présentée comme un facteur précipitant I’apparition des protéinopathies
caractéristiques des DTA (Ohm et al. 1995). Cependant, au-dela de ces effets sur I’A et la
phosphorylation de tau, I’APOE4 pourrait également induire une part non négligeable de ces
effets pathologiques via son influence sur le transport du cholestérol, voire par une toxicité
directe notamment dans le cas d’accumulations intra-neuronales (Huang 2010).

I11.2.1. Régulations de I’expression de I’ApoE

On a vu que I’expression protéique de 1I’ApoE est augmentée durant les phases précoces des
DTA. Or, différents facteurs pourraient moduler ’expression de I’ApoE et notamment son
expression neuronale qui serait la plus toxique. En effet, a 1’état normal 1’ ApoE est surtout
produite au niveau des cellules gliales.

Les cestrogénes induisent 1’expression de I’ApoE dans les astrocytes et les microglies (Stone
et al. 1997), notamment dans I’hippocampe et I’hypothalamus (Stone et al. 1998). Or ces
structures connaissent des remodelages synaptiques transitoires durant le proestrus (Desmond
& Levy 1997) et I’ApoE serait justement impliquée dans le transport du cholestérol et des
lipides nécessaires a la synaptogénese (Mahley 1988, Poirier et al. 1995). Ce type de
régulation serait également possible chez 1’individu male, la testostérone pouvant étre
convertie en cestrogéne localement par les astrocytes. Normalement, 1’expression de I’ApoE
est essentiellement astrocytaire. Cependant, les stress neuronaux induisent 1’expression
neuronale de I’ApoE (Mahley et al. 2012) or, avec I’apoE4, cette expression neuronale serait
toxique (Buttini et al. 2000). En effet, la structure de 1’apoE4 la rend particuliérement sensible
a une protéolyse neuronale générant des fragments neurotoxiques (Huang et al. 2001; Brecht
2004; Harris 2003). Ces fragments d’ApoE s’accumulent dans les cerveaux de patients DTA
et cela d’autant plus chez les porteurs de I’APOE4 (Harris et al 2003).

Les niveaux d’expression de 1I’ApoE augmentent dans le cadre de blessures cérébrales
(Lendon et al. 2000), celles-ci pouvant nécessiter une mobilisation du transport du cholestérol
et des lipides afin de protéger les neurones face a I’apoptose (Hayashi et al. 2007),
I’excitotoxicité (Buttini et al. 2010) ou encore pour faciliter la réparation neuronale (May et
al. 1990, Poirier et al. 1991a, 1991b). A noter également que, chez I’Homme, 1’augmentation
de I’expression de 1I’ApoE concernerait spécifiquement les stades précoces Braak I/Braak II
(Glockner et al. 2002). Cette augmentation des niveaux d’ApoE jouerait un réle protecteur,
voire de compensation, car elle n’est pas significative chez les patients APOE4 (Glockner et
al. 2002).
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II1.2.2 Transport du cholestérol, synaptogéneése et remodelages
dendritiques.

Les neurones ont des besoins importants de cholestérol, notamment pour la synthése
membranaire et en tant que substrat pour la biosynthése. Le métabolisme du cholestérol joue
donc un rdle important dans les phénomenes de synaptogénese, de stabilisation des synapses
et de remodelage dendritiques (Leduc et al. 2010, Pfrieger 2010).

Les neurones peuvent obtenir du cholestérol par deux voies, soit une synthése in situ soit par
utilisation du cholestérol dérivé des lipoprotéines. A 1’age adulte, les neurones reposeraient
essentiellement sur la capture de lipoprotéines générées par les astrocytes, car ils sont moins
efficaces que ceux-ci dans la synthése de cholestérol (Pfrieger et al. 2011) et leurs neurites
peuvent étre tres éloignées du corps cellulaire (Mauch et al. 2001). L’ ApoE étant la principale
apolipoprotéine du systeme nerveux central, elle y joue donc un role capital pour soutenir les
remodelages membranaires nécessaires au furn-over synaptique normal (Pfrieger et al. 2011)
ainsi qu’aux remodelages neuritiques et synaptiques supportant la réorganisation des réseaux
neuronaux en réponse a la présence de 1ésions (May et al. 1990, Poirier et al. 1991a, 1991b).
Les lipoprotéines sont produites par les astrocytes finement associées avec les synapses
(Prieger 2010, Pfrieger et al 2011). Dans ces astrocytes, le transporteur ABCAI et la
lipoprotéine lipase regroupent cholestérol, ApoE et phopholipides pour former des
lipoprotéines. Ces lipoprotéines sont ensuite sécrétées dans le milieu extracellulaire ou elles
vont pouvoir étre internalisées via les récepteurs aux lipoprotéines et délivrer lipides et
cholestérol (Michikawa et al. 2000 ; Hirsch-Reinshagen et al. 2005 ; Blain et al. 2004).
Signalons également que, I’ApoE3 et I’ApoE2 seraient deux fois plus efficaces que I’ApoE4
dans ce role de transport du cholestérol vers les neurones (Gong et al. 2002 ; Rapp et al.
2006). Cette différence pourrait expliquer pourquoi, I’ApoE4 est associé¢ avec 1’dge a des
pertes synaptiques spontanées dans 1’hippocampe et I’amygdale des souris transgéniques
(Cambon et al. 2000 ; Ji et al. 2003 ; Wang et al. 2005, Klein et al. 2010).

Cependant, la liaison de I’ApoE avec ses récepteurs active également leurs voies de
signalisation cellulaires. Celles-ci peuvent en elles-mémes contribuer aux effets de 1’ApoE4
indépendants du transport du cholestérol ou des lipides (Figure 7, revue dans Bu 2009).
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Figure 7 : Principaux récepteurs de ’APOFE

(Repris de Bu 2009)
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LDLR (low-density lipoprotein receptor) : joue notamment un role d’internalisation des lipoprotéines
dans les neurones et glies. L’ApoE doit étre associé¢e a des lipides pour pouvoir se lier a LDLR. Ce
récepteur jouerait également un role dans la clairance de I’Ap.

LRPI (lipoprotein receptor-related protein 1) : Le principal récepteur neuronal pour I’ApoE dans le
SNC ; il joue donc un role capital dans le métabolisme des lipoprotéines et du cholestérol. Celui-ci se
lie aussi avec I’APP et I'Af et régulerait le métabolisme de I'Af et de I’APP. Le domaine
intracellulaire de I’APP, I’AICD, inhiberait la transcription de LRPI. Chez la souris transgénique,
l’apoE4 induirait I’expression de LRPI1 dans les neurones de CAIl en présence d’une augmentation
d’Ap, ce qui faciliterait I’accumulation intracellulaire d’Ap (Gilat-Frenkel et al. 2013). LRPI jouerait
également un role dans le maintien de [’intégrité de la barriere hémato-encéphalique et de la
transmission synaptique.

LRPIB : antagonise les effets de LRP1avec lequel il partage ses ligands

Meégaline (ou LRP2) : récepteur de [’ApoE, ApoB, ApoJ et de [’albumine ; fortement impliqué dans
[’homéostasie du cholestérol pendant [’embryogénése et dans la voie de signalisation sonic hedgehog.
MEGF7 (ou LRP4): récepteur de I’ApoE et de [’agrin ; participerait a la formation des synapses
neuromusculaires.

APOER?2 (ou LRPS) : récepteur a la reeline, a I’ApoE et a la lipoprotéine lipase; LRPS serait
impliqué notamment dans la migration neuronale, le transport de I’APP, le développement du SNC
ainsi que dans la synaptogénese et la stabilisation des épines dendritiques (Dumanis et al. 2011).
ApoER?2 se lie aux récepteurs NMDA et AMPA a la membrane cellulaire et pourrait les stabiliser.
Cependant, lorsque ’ApoE se lie a la reeline, elle induirait ['internalisation du complexe formé par
I’ApoER?2 avec les récepteurs NMDA et AMPA. L’ApoE4 induirait une séquestration de ces complexes
dans les compartiments intracellulaires et réduirait la capacité de la reeline a augmenter [’activité de
ces récepteurs glutamatergiques (Chen et al. 2010).

LRP5 et 6 : corécepteurs de Wnt ; régule développement embryonnaire et survie des cellules souches.
SorLA (lipoprotéine receptor with 11 binding repeats ou LRI1) : récepteur neuronal de I’ApoFE et de
I’APP. Son expression diminuerait dans les DTA parallelement a [’augmentation d’Af (des
polymorphismes de SorLA font d’ailleurs partie des facteurs de risque génétiques pour les DTA).
SorLA séquestrerait I’APP dans le réseau trans-golgien et réduirait ainsi son expression a la
membrane. Il jouerait également un réle dans la neurogénese.
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I11.2.3 ApoE et Protéinopathies

I11.2.3.1 ApoE et Amyloidopathie

Chez ’Homme, quel que soit le statut clinique, I’APOE4 est associ¢ a une augmentation de la
charge amyloide durant le vieillissement (Walker et al. 2000, Vermuri et al. 2010),
notamment entre 40 et 59 ans (Morshima-Kawashima et al. 2000).

Chez la souris double transgénique exprimant de I’APP avec des mutations Alzheimer et de
I’ApoE humaine, I’4APOE4 potentialise aussi les dépdts amyloides, mais moins que I’APOE
murine (Holtzman et al. 1999, Zepa et al. 2011). Dans I’hippocampe, ’APOE faciliterait
I’accumulation de I’amyloide préférentiellement au niveau des terminaisons des voies
perforantes en provenance du cortex entorhinal (Fagan et al. 2002, Bien-Ly et al. 2012).
Cependant, si in vitro toutes les isoformes de 1I’ApoE ont un effet pro-agrégeant, la
particularité de I’ApoE4 serait de stabiliser I’AB dans une conformation oligomérique (Cerf et
al. 2011). En effet, il apparait que les niveaux d’oligomeres d’Af chez les patients sont
dépendants du génotype APOE (apoE4>apoE3>apoE2; Hashimoto et al. 2012) et ’APOE4
induirait notamment 1’accumulation des oligoméres au niveau des synapses (Koffie et al.
2012, Belinson et al. 2010).

L’ApoE influencerait également la clairance de I’ AP, mais I’ ApoE4 serait moins efficace que
I’ApoE3 dans I’¢limination de I’AB du parenchyme (Bachmeier et al. 2012). Il apparait
cependant que cet effet sur la clairance de 1I’A serait indirect car I’ApoE n’interagirait que
peu directement avec I’AP. En fait, I’ ApoE serait en compétition avec 1I’Af pour 1’endocytose
astrocytaire via notamment leur récepteur commun LRP1 (Verghese et al. 2013).

I11.2.3.2 ApoE et Tauopathie

Chez le patient, ’APOE4 entrainerait une apparition plus précoce de la tauopathie
(Ghebremedhin et al. 1998 ; Leoni 2001).

Cependant, chez la souris transgénique APOE-TR, 1’APOE4 affecte le pattern de
phosphorylation de tau, mais sans induire de tauopathie (Kobayashi et al. 2003), ce qui
pourrait s’expliquer par les différences de séquences entre tau humain et murin. Par contre,
I’absence d’ApoE chez la Souris entraine bien une hyperphosphorylation de tau (Genis et al.
2000), suggérant que le role de I’ApoE est d’inhiber la phosphorylation de tau. En effet, in
vitro, I’ApoE est capable de se lier directement avec la protéine tau et d’inhiber sa
phosphorylation, mais il apparait que I’ApoE3 serait plus efficace que I’ApoE4 (Strittmatter et
al. 1994). De plus, I’ApoE inhiberait ’activité des principales kinases impliquées dans la
phosphorylation de tau et 1a encore, I’APOE4 serait moins efficace que I’APOE3 (Hoe et al.
2006).

L’expression neuronale de ’APOE4 potentialiserait la phosphorylation de tau. En effet, des
neurones en culture avec de I’ApoE4 lipidifiée présentent des perturbations du cytosquelette
associ¢es a des déficits de croissance neuritique (Nathan et al 1994 ; 1995). Or, 1’ApoE4
induirait une hyperphosphorylation de tau uniquement lorsqu’elle est exprimée dans les
neurones, un effet qui serait dii a la genese des fragments neurotoxiques de 1’apoE4
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(Andrews-Zwilling et al. 2010 ; Harris et al. 2003). En effet, ’ApoE neuronale subirait un
clivage en C-terminal générant des fragments d’ApoE (ApoEACterm ; Huang et al. 2001). Or,
cet ApoEACterm interagirait directement avec la protéine tau hyperphosphorylée et faciliterait
sa fibrilarisation et donc le développement des dégénérescences neuro-fibrillaires et
ultimement la mort neuronale (Huang et al. 2001 ; Harris et al. 2003). L’ApoE4 serait
I’isoforme la plus susceptible a ce clivage, que ce soit chez la Souris ou chez le patient DTA.
De plus, I’expression neuronale des fragments ApoE4ACterm chez la Souris induit une
neurodégénérescence et des déficits de navigation spatiale en piscine de Morris (Huang et al.
2001 ; Harris et al. 2003). Cela pourrait expliquer le fait que les souris NSE-apoE4 sont plus
atteintes que les autres lignées transgéniques d’un point de vue des neurodégénérescence et
des déficits cognitifs (Buttini et al. 1999 ; Raber et al. 1998 et 2000). Par ailleurs, cette
pathologie de fragmentation neurotoxique de I’ApoE4 serait spécifique des interneurones
GABAergiques du gyrus dent¢ de I’hippocampe en lien avec une diminution de la
neurogénese (L1 et al. 2009) et I’apparition de déficits mnésiques (Andrews-Zwilling et al.
2010).

I11.3. APOE et neurodégénérescence...

Au-dela de I’effet de I’APOE4 sur les DTA, il faut noter que cet all¢le influence également le
risque ou la progression d’autres pathologies neurodégénératives. En effet, I’étude de 324
familles parkinsoniennes a permis de démontrer que /’APOE4 augmente le risque de démence
dans la maladie de Parkinson et induit une apparition plus précoce des symptdmes cognitifs
(Pankratz et al. 2006). De plus, [’”APOE4 modulerait la symptomatologie dans diverses
pathologies (Engelborghs et al. 2006) et entrainerait la co-occurrence de dégénérescences de
type DTA dans les tauopathies et synucléinopathies (Josephs et al. 2004). La pathogénese de
la maladie de Parkinson serait d’ailleurs moléculairement liée a celle des DTA, la
surexpression de 1’a-synucléine induisant 1I’expression d’ApoE et d’AP tandis que la délétion
de I’ApoE réduit I’accumulation de I’a-synucléine et de ’AB (Gallardo et al. 2008). A
I’inverse, le génotype APOE4 contribuerait a la présence de pathologie a corps de Lewis dans
les DTA (Tsuang et al. 2005), augmenterait le risque d’accident vasculaire (Slooter et al.
1997), d’hémorragie intracérébrale (Greenberg et al. 1995, O’Donnell et al. 2000) et
d’infarctus cérébral (Schneider et al. 2005 ; Hultman et al. 2013).

Plus largement, le génotype APOE4 influencerait le risque pour de nombreuses neuro-
dégénérescences qui sont associées a différentes protéinopathies (tableau 4), bien que les
résultats puissent étre contradictoires en fonction de la taille des échantillons.
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Table 4 : Influence du génotype APOE4 sur les principales pathologies neurodégénératives

(D’apres Verghese et al. 2011 et Leduc et al. 2011)

L .. Protéinopathies Importance des Influence de ’APOE4 Influence de ’APOE4
Neurodégénérescence e . . .
caractéristique troubles déments sur le risque sur la progression
DTA AP, tau A Augmente Accélére
Traumatismes craniens AP, tau variable Retarde la rémission
Maladie de Pick tau 4 Augmente Accélere
Parkinson Démence a-synucléine ++ Augmente Accélére
Sclérose latérale o-synucléine. tau 5% avec démence Ausmente Accélere
amyotrophique Y 0 frontotemporale &
. . a-synucléine, A
Maladie a corps de Lewi Y : » AP, ++ Augmente Accélere
au
Démence cortico-basale tau ++ Augmente Neutre
Sclérose en plaques Augmente Neutre
Atrophie multi- I
., = + :
R a-synucléine, tau Neutre Retarde
Huntington huntingtine + Neutre Retarde
Paralysie supranucléaire t o Neutre )
progressive AL (risque quand APOE2) :
Dege-nerc?ce‘n c’eA A['} - Diminue Retarde
Maculaire liée a I’age

Si ’APOE4 est généralement vu comme un facteur de risque pour les différents types de
pathologies neurodégénératives, il apparait également que cet allele est protecteur ou
ralentirait la progression d’une partie d’entre elles. Ces effets différentiels s’observent malgré
la présence des mémes protéinopathies que celles associées aux DTA. Ainsi, il apparait que
I’ ApoE4 pourrait influencer ces pathologies par d’autres mécanismes. Un candidat potentiel
serait la modulation des réorganisations des circuits neuronaux touchés par ces pathologies
(voir le chapitre 3).
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Principaux points abordées dans le chapitre 1 :

Les démences de type Alzheimer sont des pathologies neurodégénératives
multifactorielles influencées par les interactions entre de multiples facteurs de risques

génétiques et environnementaux.

Généralement, la pathogénése des démences de type Alzheimer est expliquée par
I’accumulation de peptide B-amyloide et de protéine tau hyperphosphorylée. Cependant, ces
protéinopathies pourraient également représenter des mécanismes de défense face a
I’accumulation de 1¢ésions et autres dysfonctionnements neuronaux. En effet, il semblerait que

c’est surtout les pertes synaptiques et neuronales qui sont a 1’origine des déficits cognitifs.

Le génotype APOE4 est le plus puissant facteur de risque génétique pour les démences
de type Alzheimer et il induirait ces effets déléteres notamment au cours des phases précoces
de la pathologie. Cependant, il faut remarquer que ’APOE4 influence le risque de développer
de nombreuses pathologies neurodégénératives. Cet effet non-spécifiques suggerent que
I’APOE4 pourrait en fait induire de moindre capacités de résistance a I’avancé des pathologies

neurodégénératives en général et aux démences de type Alzheimer en particulier.
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CHAPITRE 2:

MEMOIRE, FORMATION HIPPOCAMPIQUE ET SYSTEME CHOLINERGIQUE

Mémoire, formation hippocampique et systéme cholinergique

Le vieillissement, qu’il soit pathologique ou normal, serait associé¢ a un déclin progressif des
fonctions mnésiques. Cependant, il est difficile de séparer la contribution du vieillissement
normal de celle du vieillissement pathologique, d’autant plus que ce dernier est souvent
caractérisé par une longue phase préclinique. Le vieillissement normal serait notamment
accompagné d’un déclin de la mémoire épisodique (mémoire des épisodes et des faits dans
leur contexte spatial et temporel), de la mémoire de travail. Cependant, la mémoire a court
terme, la mémoire autobiographique (souvenirs personnels), les connaissances sémantiques et
les traitements émotionnels resteraient plus stables. Les études longitudinales suggérent que la
plupart des performances cognitives resteraient stables au moins entre 20 et 60 ans (Hedden et
al. 2004, figure 8).

Figure 8 : Estimation des changements cognitifs liés au vieillissement.
Repris de Hedden et al. 2004
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Les premiceres fonctions a décliner au-dela de 60 ans sont 1’orientation spatiale et la mémoire
verbale (notamment épisodique). Or, ces fonctions cognitives impliquent fortement les
réseaux neuronaux de la formation hippocampique (Small et al. 2002), un ensemble de
régions du lobe temporal caractérisé par un déclin métabolique au cours du vieillissement
normal (notamment dans le DG et le subiculum) et du vieillissement pathologique des DTA
(cortex entorhinal, CA1l). Cependant, dans le cadre du vieillissement normal, ces atteintes
fonctionnelles ne seraient pas associées a des pertes neuronales marquées, contrairement a la
situation observée dans les DTA (Calhoun et al. 1998). Ainsi, dans les DTA, si les premicres
fonctions mnésiques touchées sont ¢galement [’orientation spatiale, la mémoire de
reconnaissance des objets et la mémoire épisodique, ces déficits seraient liés aux pertes
neuronales dans la formation hippocampique et aux perturbations des réseaux neuronaux qui
y sont associées.
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I. Mémoire et formation hippocampique :
1.1 Mémoire épisodique

La mémoire épisodique est définie par son contenu (un souvenir d’un événement unique, dans
un cadre spatio-temporel spécifique et formé en une expérience unique) et sa structure prenant
la forme d’une représentation intégrée de I’évenement (Clayton et al. 2003). Ces dernicres
années, de nouveaux paradigmes comportementaux ont permis d’évaluer une forme de
mémoire de type épisodique (episodic-like memory) chez 1’animal non-humain, démontrant
ainsi expérimentalement la dépendance de cette forme de mémoire a l’intégrit¢ de la
formation hippocampique (Day et al. 2003, Ergorul et al. 2004). En effet, les capacités de
mémoire épisodique et les structures cérébrales associées sont fortement conservées chez les
mammiferes (Allen et al. 2013 ; Figure 9).

Figure 9 : Correspondance des principales structures cérébrales impliquées dans la mémoire
épisodique a travers les différents embranchements phylogénétiques.
Repris d’Allen et al. 2013
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PER, cortex périrhinal; EC, cortex entorhinal; PHC, cortex parahippocampique (ou cortex
postrhinal) ; HC, hippocampe.

La mémoire épisodique necéssiterait plus spécifiquement ’intégrité du réseau comprenant le
DG et la région CA3 de I’hippocampe et des opérations de pattern separation/pattern
completion qui y prennent place (Palmer et al. 2011). La représentation du contexte spatial
fait partie a part entiére de la représentation épisodique et durant le rappel d’un souvenir
épisodique, I’activité de décharge de I’hippocampe traduirait la réactivation de la
représentation du contexte spatial chez ’Homme (Miller et al. 2013). De maniere intéressante,
au-dela des troubles de la mémoire épisodique, le codage de I’espace semble étre précocément
atteint dans le cadre des DTA, cela d’autant plus en présence de I’alléle APOE4. En effet, les
patients DTA présentent précocement des déficits de navigation spatiale (Nedelska et al.
2012 ; Lithfous et al. 2013). Cependant, la définition de la mémoire épisodique étant
particuliérement adaptée a ’Homme et au langage verbal, je me suis focalisé dans cette revue
du contexte scientifique sur les fonctions associées (navigation spatiale, reconnaissance et
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localisation d’objets, mémoire olfactive) qui sont atteintes précocément et spécifiquement
dans les DTA et qui demeurent plus facilement transposables aux études chez la Souris.

I.2 Orientation et navigation spatiale

Les capacités d’orientation et de navigation spatiales reposent sur différents processus
(représentation allocentrique et égocentrique de I’environnement, intégration des trajectoires)
qui se combinent afin de générer des représentations spatiales de I’environnement.

Chez ’Homme, des expériences de navigation dans un environnement virtuel couplé a de
I’imagerie révele un recrutement au cours de la navigation spatiale d’un réseau distribué¢ de
structures cérébrales (Gron et al. 2000) : le gyrus occipital médian (reconnaissance d’objets et
des indices environnementaux), le cortex pariétal latéral et médian (mémoire de travail et
représentation égocentrique de I’environnement), le cortex rétrosplénial (intégration des
représentations allocentriques et égocentriques) ainsi que [’hippocampe et le cortex
parahippocampique (représentation allocentrique de I’environnement). Dans les DTA, les
atteintes cérébrales combinées de ces structures expliqueraient I’émergence des déficits de
navigation spatiale.

Depuis le milieu des années 1970, de nombreux corrélats cellulaires du codage de 1’espace ont
été décrits :

- cellules de lieu (place cells; O’Keefe & Dostrovsky 1971): codent pour
I’emplacement de I’animal dans 1’environnement (hippocampe et DG)

- cellules de direction de la téte (head direction cells; Taube et al. 1990, Taube 2007) :
codent pour l’orientation de la téte par rapport a l’environnement et au corps
(subiculum, post-subiculum, cortex entorhinal et thalamus antérieur).

- cellules de la grille (grid cells; Fyhn et al. 2004, Sargolini et al. 2006) : codent pour la
géométrie de I’environnement (cortex entorhinal caudo-médial et potentiellement le
subiculum).

- cellules de la bordure (border cells; Solstad et al. 2008) : codent pour les bordures de
I’environnement (parois et creux ; cortex entorhinal médian, pré- et para-subiculum).

Ces neurones ont ¢été initialement décrits chez le rongeur. Chez I’Homme, comme la
formation hippocampique répond également a des stimuli visuels, un débat sur I’homologie
du codage neuronal entre les primates et les rongeurs a longtemps perduré. Cependant,
I’enregistrement de neurones dans la formation hippocampique humaine a révélé la présence
de cellules de lieux fortement modulé par le but dans I’hippocampe et de cellules répondant a
la vue des indices environnementaux dans le cortex parahippocampique (Ekstrom et al. 2003).
Par la suite, des cellules similaires aux cellules de la grille ont ét¢ également décrites (Jacobs
et al. 2013a). Ainsi, il semble bien que les processus de codage spatial de I’environnement
sont fortement similaires entre primates et rongeurs.

1.2.1 Représentations allocentriques de I’environnement

Les représentations allocentriques de I’environnement reposeraient sur la formation et
I’utilisation de cartes cognitives codant la localisation spatiale des ¢léments de
I’environnement, des indices environnementaux ainsi que des relations entre ceux-ci. Elles
seraient le support de la navigation flexible dans I’environnement, les cartes cognitives
permettant de planifier rapidement de nouvelles trajectoires en fonction de la demande
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comportementale (Tolman 1948). Les cellules de lieu hippocampiques pourraient représenter
un substrat neuronal de la carte spatiale (O’Keefe & Dostrovsky 1971). Signalons aussi que
ces cellules procéderaient bien a un codage de type cognitif et pas simplement sensoriel, car
elles codent aussi pour les trajectoires a venir de I’animal (séquences de cellules de lieu
codant pour la trajectoire future), méme si la trajectoire en question n’a encore jamais €té
empruntée (Pfeiffer & Foster 2013, Jadhav et al. 2012). Cette représentation de
I’environnement est flexible, car elle s’adapte rapidement aux modifications
environnementales ce qui nécessiterait de bonnes capacités de discrimination des entrées
sensorielles ambigiies (pattern separation).

La navigation allocentrique dans 1’environnement dépend étroitement de 1’hippocampe chez
le rongeur (Morris et al. 1982) et de I’hippocampe droit chez ’Homme (Burgess et al. 2002,
Astur et al. 2002). Plus largement, le circuit regroupant hippocampe et cortex para-
hippocampique serait particuliecrement impliqué dans la représentation allocentrique de
I’environnement (Maguire et al. 1996, Aguire et al. 1996), les 1ésions de ces structures chez
I’Homme allant de pair avec des déficits de navigation spatiale (Bohbot et al. 1998).
L’hippocampe serait particuliérement activé durant les phases d’encodage de
I’environnement, puis avec la familiarité, le cortex rétrosplénial (intégration des informations
égocentriques et allocentriques) augmenterait progressivement sa contribution (Wolbers &
Buchel 2005). La reconnaissance des indices environnementaux impliquerait plus
particulicrement le cortex para-hippocampique (Epstein & Kanwisher 1998) et la
reconnaissance des scénes visuelles, le cortex rétrosplénial (Epstein et al. 2007).

1.2.2 Représentations égocentriques de I’environnement

Les représentations €gocentriques de 1’environnement sont centrées sur le corps du sujet et
seraient notamment utiles pour guider la navigation le long de routes connues ou en 1’absence
d’indices environnementaux suffisants. Ces représentations impliqueraient notamment le
striatum dorsal (McDonald & White 1994 ; de Leonibus et al. 2005), mais aussi le cortex
pariétal inférieur (Wolbers et al. 2004) et le cortex pariétal médian (Maguire et al. 1998).

Le processus de navigation spatiale combinerait en fait ['usage des représentations
égocentriques et des représentations allocentriques, la stratégie dominante étant déterminée
par la disponibilit¢ des indices ainsi que la nature de la tadche (Burgess 2006). De plus,
I’utilisation d’une stratégie préférentielle peut varier d’un sujet a 1’autre (laria et al. 2003),
bien que les stratégies allocentriques soient favorisées dans des environnements nouveaux et
les stratégies égocentriques dans des environnements familiers (Hartley et al. 2003). Les
changements de stratégie en cours de tache sont toujours possibles, le blocage de la stratégie
égocentrique via I’inhibition du striatum chez le Rat induisant par exemple ’utilisation
préférentielle de stratégies allocentriques pour résoudre la tache (Packard & McGaugh 1996).

1.2.3 L’intégration des trajectoires

L’intégration de trajectoire (path integration) permet d’estimer la distance parcourue et le

déplacement angulaire par rapport a un point de départ. Ce processus serait dérivé des

informations liées aux mouvements (indices vestibulaires, proprioceptifs et flot optique).

L’intégration de trajectoire évaluée en absence d’indices visuels dépendrait du lobe temporal

médian droit (Worsley et al. 2001), du cortex entorhinal et du cortex pariétal (Parron & Save
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2004 ; Whitlock et al. 2008 ; Save & Poucet 2009). Notons ici que le vieillissement cérébral
est associé¢ chez ’Homme a des déficits d’intégration de trajectoire qui pourraient concourir
au déclin des capacités de navigation (Harris et al. 2012).

Le cortex entorhinal médian jouerait un réle particulier dans I’intégration de trajectoire. En
effet, il posséde des cellules opérant a un codage spatial de I’environnement (cellules de la
grille), de la direction de la téte et de cellules combinant ces deux propriétés (cellules de la
grille modulées par la direction de la téte) ce qui en fait une structure particulierement adaptée
pour I’utilisation des indices égocentriques linéaires et angulaires (McNaughton et al. 2006a).
Ainsi, on observe des déficits d’intégration de trajectoire chez le rongeur aprés lésions
hippocampiques (Maaswinkel et al. 1999 ; Whishaw et al. 2001) ou entorhinales (Parron &
Save 2004). Cependant, il apparait que des lésions du cortex entorhinal chez I’Homme
n’induisent pas nécessairement de déficit d’intégration de trajectoire, probablement via une
compensation par le cortex pariétal (Shrager et al. 2008). En effet, d’apreés les résultats
obtenus en EEG durant une tache de navigation chez ’Homme, cette derniére structure serait
particuliérement impliquée dans le codage des trajectoires spatiales (Snider et al. 2013).

Pour naviguer efficacement dans 1’environnement, 1’animal doit étre capable de traduire les
informations topographiques des cartes spatiales de la formation hippocampique en
représentations centrées sur le corps pouvant étre utilisées pour guider la locomotion. Or, le
cortex pariétal postérieur pourrait étre impliqué dans cette transformation en convertissant
I’information spatiale codée par la formation hippocampique en séquences motrices orientées
vers le but (Whitlock et al. 2008). En effet, si le cortex pariétal antérieur est a dominante
somato-sensorielle, le cortex pariétal postérieur est plutdt multimodal et associatif (voie
dorsale de perception de I’espace chez le primate). Ainsi, I’information sensorielle et motrice
se mélerait au niveau du pariétal postérieur pour générer une multitude de représentations
spatiales centrées sur le corps et utiles a la planification des mouvements précis. Chacune de
ces représentations serait spécialisée dans le support d’un type d’action comme les
mouvements des yeux, de la téte, de I’ensemble du corps et plus largement de 1’ensemble de
la séquence d’actions nécessaires pour atteindre une cible (Andersen & Buneo 2002). Chez le
rongeur, les lésions du pariétal postérieur induisent des déficits de navigation en piscine de
Morris (Kolb &Walkey 1987), en localisation d’objets (Save et al. 1992), et en intégration de
trajectoire (Parron & Save 2004). D’ailleurs, d’un point de vue éléctrophysiologique, certains
neurones du pariétal postérieur répondent a la conjonction de mouvements et de localisation
spécifique, chez le primate (Sato et al. 2006) comme chez le rongeur (Nitz 2006).

Ainsi, I’intégration de la trajectoire au niveau du cortex entorhinal et de I’hippocampe
pourrait étre utilisée par les neurones du cortex pariétal pour la planification des séquences de
mouvements nécessaires a 1’animal pour atteindre un but (Whitlock et al. 2008), que ce soit
par des projections directes entre ces structures (Burwell & Amaral 1998) ou via des relais
dans les cortex préfrontal et rétrosplénial (Whitlock et al. 2008).

1.2.4 Navigation et comportements orientés vers un but
Dans I’environnement, les processus de navigation sont généralement orientés vers un but. La
navigation requiert donc la prise de décisions adaptatives nécessitant une coordination

continue des perceptions, processus mnésiques et de la planification du comportement. Elle
implique donc des systémes cérébraux multiples et étendus.
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La formation hippocampique étant fortement impliquée dans la navigation et la mémoire
spatiale, elle influence les systémes de sélection et d’orientation du comportement situés dans
le mésencéphale et le striatum. Ainsi, d’aprés Penner et collaborateurs (2012), le striatum
ventral serait impliqué dans la prédiction des conséquences du comportement, tandis que le
striatum dorsal sélectionnerait le comportement adapté a 1’obtention du but. Ainsi, il a par
exemple ét¢ décrit dans le striatum un codage dopaminergique de la distance séparant
I’animal du but (Howe et al. 2013a). En retour, 1’activité des cellules de lieu hippocampiques
est influencée par les états internes et 1’action a venir, ce qui représenterait un mécanisme
coordonnant motivation, représentation spatiale et mémoire pour guider le comportement
(Kennedy et al. 2009). Ainsi, le comportement de décharge des cellules de lieu
hippocampiques est modulé par la présence d’un but saillant, leurs champs d’activité se
déplacerait au cours de I’apprentissage afin d’augmenter la densit¢ du codage de
I’environnement immédiat du renforgateur (Kobayashi et al. 2003). Ce type de représentation
de la saillance comportementale de certaines localisations serait spécifique a la région CA1 ce
qui suggere que la représentation de CA1 est flexible et s’adapte a la demande de la tache
tandis que les cellules de lieu de CA3 coderaient plutét pour une représentation purement
spatiale de I’environnement (Dupret et al. 2010). A 1’échelle des populations de cellules de
lieu, il est possible que la représentation spatiale dans des environnements comprenant des
buts multiples, mais stables, soit en fait constituée de multiples sous-cartes cognitives dont la
sélection dépend de 1’objectif courant de 1’animal (Jackson et al. 2007). Au contraire, dans des
environnements ou le renforcateur n’est pas systématiquement a la méme position, une carte
globale coderait pour I’ensemble de 1I’environnement.

I.2.5 Navigation spatiale, DTA et cortex entorhinal.

La désorientation spatiale apparait précocement dans les DTA (Henderson et al. 1989,
Monacelli et al. 2003, Kalova et al. 2005) et représente 1’un de ses symptomes les plus
handicapants (Pai & Jacobs 2004). Cette désorientation est notamment corrélée aux
dégénérescences induites par la tauopathie (Giannakopoulos et al. 2000).

Dans le cadre du vieillissement normal, des déficits subtils de navigation seraient déja
présents (Cushman et al. 2008 ; Zarkanis et al. 2009) en lien potentiel avec une diminution du
codage spatial des cellules de lieu (Barnes et al. 1980 ; Barnes et al. 1983). Cependant, ces
déficits seraient particulierement exacerbés dans le cadre des DTA. La présence d’un trouble
de Dorientation spatiale aurait un intérét diagnostic particulier car elle permettrait de
différencier les DTA d’autres pathologies neurodégénératives comme les démences fronto-
temporales (Bird et al. 2010). Les souris porteuses de mutations humaines familiales
entrainant la maladie d’Alzheimer présentent également des déficits de navigation (Walker et
al. 2011 ; Cacucci et al. 2008 ; O’Leary & Brown 2009), ce qui fait de la navigation spatiale
un paradigme translationnel particulieérement intéressant pour 1’étude des déficits d’orientation
et de leurs substrats.

Les déficits de navigation spatiale apparaitraient des le stade de MCI, notamment chez les
MCI amnésiques (aMCI) qui présentent un fort risque de progression vers la démence (Hort et
al. 2007, Laczo et al. 2009). Ainsi, le dépistage de ces déficits de navigation pourrait
contribuer au diagnostic (Weniger et al. 2011). Ces déficits seraient associés a 1’atteinte des
réseaux de I’hippocampe, du cortex parahippocampique et du cortex pariétal (Delpolyi et al.
2007, Lim et al. 2010). De maniere intéressante, la présence de 1’allele APOE4 induirait des
déficits spatiaux exacerbés au cours du vieillissement (Berteau-Pavy et al. 2007), notamment
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dans le cadre du MCI amnésique (Laczo et al. 2010). Ainsi, il est concevable que ’APOE4
induise une atteinte précoce des réseaux neuronaux impliqués dans la navigation spatiale.

La stimulation électrique du cortex entorhinal durant I’apprentissage en navigation spatiale
augmente les performances de mémorisation de I’information spatiale ce qui suggere que
cette structure joue un role important dans la navigation spatiale (Suthana et al. 2012).
Cependant, les 1ésions excitotoxiques sélectives des neurones du cortex entorhinal n’induisent
généralement que peu de déficit de navigation, du moins tant que la tdche n’est pas
compliquée comme pour 1’apprentissage d’une nouvelle position dans un environnement
connu (Hagan et al. 1992) ou la nécessité d’utiliser de maniére flexible des indices
environnementaux (Oswald et al. 2003). D’un point de vue électrophysiologique, la Iésion du
cortex entorhinal n’induit pas de perturbation du comportement de décharge des cellules de
lieu hippocampiques, mais perturbe leur capacité de recodage dans le cadre de changements
environnementaux (Lu et al. 2013). De plus, il apparait que ce serait essentiellement la partie
médiane du cortex entorhinal qui serait impliquée dans la navigation spatiale (Van Cauter et
al. 2012). Enfin, les lésions du cortex entorhinal induirait d’autant plus facilement des déficits
quand la charge en mémoire de travail est importante (Galani et al. 1998).

1.3 Mémoire de reconnaissance d’objets et de localisation d’objets

Parmi les autres formes de mémoire touchées précocement dans les DTA, mémoire de
reconnaissance d’objets et mémoire de localisation d’objets pourraient potentiellement étre
perturbées avant la navigation spatiale (Didic et al. 2011).

En effet, les patients aMCI présentent des déficits de localisation d’objets en lien avec des
déficits d’activation des réseaux cérébraux des voies visuelles dorsales et ventrales ainsi que
de I’hippocampe (Hampstead et al. 2011). La encore, les porteurs de I’4APOE4 présenteraient
des déficits plus précoces de reconnaissance d’objets (Berteau-Pavy et al. 2007). Les
interactions entre le cortex périrhinal, le cortex postrhinal, le cortex entorhinal et
I’hippocampe seraient particulierement importantes pour les mémoires associatives basées sur
des objets chez le rongeur comme chez I’Homme (Vilberg et al. 2013). En effet, chez le Rat la
présentation d’un objet inconnu active fortement le cortex périrhinal, tandis qu’une nouvelle
configuration d’objets familiers active plutdt le cortex postrhinal et I'aire CAl de
I’hippocampe (Wan et al. 1999). Le cortex périrhinal serait plus particuliecrement impliqué
dans la reconnaissance d’objets et serait essentiel a la discrimination d’objets entre eux
(Kesner et al. 2001, Bachevalier et al. 2008). Le cortex postrhinal serait plus particulierement
impliqué dans la localisation spatiale des objets et I’hippocampe lorsqu’il y a association fine
entre objets, positions et contexte (Bachevalier et al. 2008). La partie latérale du cortex
entorhinal participerait a I’intégration des objets avec leur emplacement et le contexte
environnemental global (Wilson et al. 2013a, 2013b). En effet, des enregistrements
¢lectrophysiologiques chez le Rat ont révélé [Dexistence de cellules codant pour
I’emplacement des objets et pour les emplacements précédemment occupés par un objet, ce
qui représenterait un corrélat neurobiologique possible de 1’implication du cortex entorhinal
latéral dans la mémoire de localisation des objets (Tsao et al. 2013). Par ailleurs, la Iésion du
cortex entorhinal médian induirait surtout des déficits de localisation d’objet, tandis que la
Iésion du cortex entorhinal latéral perturberait a la fois les traitements spatiaux et les
traitements non-spatiaux des objets (Van Cauter et al. 2012).
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1.4 Mémoire olfactive

Des déficits de reconnaissance d’odeur apparaissent avec le vieillissement et sont exacerbés
dans le cadre des DTA (Nordin & Murphy 1998). Plus particuliérement, les déficits olfactifs
apparaitraient dés le MCI et ils augmenteraient encore avec la progression vers la démence, ce
qui en fait un indicateur précoce potentiellement extrémement utile d’un point de vue
diagnostic (Djordjevic et al. 2008). De manicre intéressante, 1’ampleur des déficits olfactifs
seraient mémes corrélé a la neuropathologie chez les sujets asymptomatiques ainsi que chez
les sujets sains qui vont par la suite évoluer vers le MCI (Wilson et al. 2009). Cependant, des
déficits olfactifs se retrouvent également dans le syndrome de Down, dans la maladie
d’Huntington et pourraient étre présents chez les porteurs sains de ’APOE4 (Murphy 1999).
Les déficits olfactifs durant le MCI pourraient étre liés a 1’atteinte précoce des régions
olfactives incluant le noyau antérieur olfactif, le cortex orbitofrontal, le cortex entorhinal
latéral et ’amygdale (Price et al. 1991, Braak & Braak 1992).

L’atteinte du cortex entorhinal pourrait particulierement contribuer aux déficits olfactifs
précoces car il est touché précocement dans le cadre des DTA. En effet, les 1ésions du cortex
entorhinal entrainent un oubli rapide de I’information olfactive (Stiubli et al. 1984, Sauvage
et al. 2010). Cependant, elles entraineraient surtout des déficits dans le cadre de taches de
discrimination olfactive simultanée (Otto & Garruto 1997), tandis qu’elles seraient plutot
facilitatrices de 1’apprentissage de la discrimination séquentielle d’odeurs (Otto et al. 1991).
En effet, le cortex entorhinal serait impliqué dans la réduction de la persistance de la trace
mnésique olfactive (Wirth et al. 1998, Ferry et al. 2006).
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II. Neuroanatomie de la formation hippocampique

La formation hippocampique regroupe des structures du lobe temporal médian qui sont
fortements impliqués dans les processus mnésiques et notamment dans les formes de mémoire
décrites dans la partie précédente. Anatomiquement et en accord avec un rdle associatif
majeur, la formation hippocampique est une région majeure de convergence progressive des
différentes modalitées sensorielles (Figure 10).

Figure 10 : Organisation des entrées néocorticales vers la formation hippocampique :
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L’information arriverait a la formation hippocampique selon deux voies majeures : une voie spatiale
convoyant des informations corticales des aires associatives spatiales (cortex rétrosplénial, pariétal,
aire visuelle V4) et une voie multi-modale contextuelle convoyant des informations corticales des aires
associatives multimodales (cingulaire antérieur, régions sensorielles, amygdale étendue, cortex
associatif temporal).

Ainsi, il existerait une dissociation fondamentale entre le type d’informations néocorticales
entrantes, cela jusqu’au niveau des projections du cortex entorhinal latéral et médian au
niveau de I’hippocampe (Hargreaves et al. 2005). En effet, les projections du cortex
entorhinal vers les différentes sous-régions de I’hippocampe sont organisées
topographiquement (Figure 11) en fonction de leurs points d’origine dans le cortex entorhinal
latéral (Lateral entorhinal cortex; LEC) ou dans le cortex entorhinal médian (medial
entorhinal cortex, MEC) :
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Figure 11 : Organisation des projections entorhino-hippocampiques chez la Souris

Repris de Van Groen et al. 2003b
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La figure représente les couches cellulaires du DG, corne d’Ammon et subiculum en gris. En rouge
sont représentés les terminaisons du MEC, en violet les terminaisons du LEC. Notez que dans DG et
CA3, les informations du cortex entorhinal latéral (lateral entorhinal cortex, LEC) et du cortex
entorhinal médian (medial entorhinal cortex, MEC) convergerait au méme niveau.

De plus, la formation hippocampique est également organisée selon un gradient dorso-ventral
(postéro-antérieur chez le primate). En effet, les parties les plus dorsales de 1’hippocampe et la
bande dorsolatérale de I’entorhinal seraient spécialisées dans la cognition visuo-spatiale,
tandis que la partie la plus ventrale de I’hippocampe et la bande ventromédiane de 1’entorhinal
seraient plutdt spécialisées dans la cognition émotionnelle, olfactive et viscérale (Jung et al.
1994; Maurer et al. 2005 ; Kjelstrup et al. 2008 ; Fanselow et al. 2010). Ces différences dorso-
ventrales seraient déterminées génétiquement via 1’influence de différents loci (Martin et al.
2006). Ces boucles de traitements paralleles de I’information dans la formation
hippocampique seraient également maintenues dans les circuits reliant la formation
hippocampique au cortex préfrontal et au thalamus (Figure 12, Prasad et al. 2013).

Figure 12 : Ségrégation dorso-ventrale des boucles entre ['hippocampe, le cortex et le
thalamus
d’apres Prasad et al. 2013
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Dans la suite de ce chapitre, je vais rapidement décrire les principales sous-structures que j’ai
¢tudiées au cours de ma thése : le cortex entorhinal, le DG ainsi que les trois champs de la
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corne d’Ammon. Je me focaliserai essentiellement sur le pole dorsal de I’hippocampe et les
structures connectées, mon travail étant plus particulierement focalisé sur la cognition
spatiale.

I1.1 Cortex entorhinal

Dans le cadre des DTA, le cortex entorhinal est probablement la structure corticale a présenter
les pertes neuronales les plus précoces. En effet, a la déclaration clinique des symptomes,
environ la moitié des cellules du cortex entorhinal serait déja perdue (Gomez-Isla et al. 1996).
Ainsi, I’atteinte du cortex entorhinal pourrait contribuer fortement aux troubles mnésiques
caractéristiques des phases précoces des DTA (déficit de reconnaissance et de localisation
d’objets, déficits de navigation et déficit de discrimination olfactive).

I1.1.1. Anatomie

Le cortex entorhinal serait la principale région de relais entre le néocortex et le reste de
I’hippocampe. On peut le diviser en cortex entorhinal latéral (lateral entorhinal cortex : LEC)
et cortex entorhinal médian (medial entorhinal cortex : MEC) chez le rongeur, tandis que chez
le primate on distingue cortex entorhinal antérieur et postérieur. Le cortex entorhinal est
constitué de quatres couches cellulaires, les deux couches superficielles (II-III) projetant
massivement vers I’hippocampe et les deux couches profondes (V et VI) recevant en retour de
nombreuses projections hippocampiques.

Le cortex entorhinal est interconnecté avec un grand nombre de régions corticales, sous-
corticales et hippocampiques (Kerr et al. 2007, tableau 5).

En termes d’innervation corticale, on peut noter que globalement le LEC est majoritairement
interconnecté avec les cortex piriforme, frontal et insulaire, tandis que le MEC et sa sous-
région comprenant les cellules de la grille est préférentiellement interconnecté avec les
régions temporale, cingulaire, pariétale et occipitale. Cette organisation refléterait une relative
spécialisation visuo-spatiale pour le MEC (afférences occipitales et pariétales) ainsi qu’une
prédominance olfactive (piriforme) et limbique (insulaire, frontal) au niveau du LEC. Ces
différences sont encore présentes en termes d’interconnections avec les régions sous-
corticales, le LEC étant majoritairement interconnecté avec les régions olfactives et limbiques
(amygdale), bien que les efférences majeures de toutes les sous-régions entorhinales semblent
s’orienter vers les ganglions de la base. Il faut noter que le claustrum (contenant une carte
rétinotopique et une carte somatosensorielle) forme 1’une des entrées sous-corticales
principales de la région des cellules de la grille. En termes de relations avec le reste de la
formation hippocampique, quantitativement les principales afférences de le cortex entorhinal
proviennent de CA2/CA1, du subiculum et du périrhinal, tandis que les principales efférences
sont les DG/CA3 et CA2/CA1, notamment dans le pdle dorsal ainsi que les cortex postrhinal
et périrhinal. Enfin, il faut noter que la région des cellules de la grille recoit la majorité des
afférences hippocampique de la part des régions CA2/CA1 dorsal ainsi que du présubiculum,
tandis que ses principales afférences sont CA2/CA1 dorsal et le cortex périrhinal. Plus
globalement, la région des cellules de la grille est préférentiellement interconnectée avec
I’hippocampe dorsal (spatial). Si de telles études quantitatives sont informatives, il ne faut pas
non plus négliger les connections minoritaires. En effet, fonctionnellement, des projections
apparemment peu denses peuvent jouer un role modulateur important, comme par exemple les
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projections GABAergiques en feedback allant du DG vers le cortex entorhinal (moins de
0,5% des fibres hippocampo-entorhinale) qui, méme peu nombreuses, seraient capables de
réguler I’activité du cortex entorhinal (Melzer et al. 2012).

Tableau 5 : principales afférences et efférences du cortex entorhinal
(D’apres Kerr et al. 2007)

Afférences corticales

Efférences corticales

Cellules de la Cellules de la
grille grille
Piriforme 43.7% 34% 2.9% 33.6 18.8 0
Frontal 13.4% 11.7% 12.9% 19.8 6.5 0
Insulaire 24% 6.8% 9.1% 17.9 9.5 0.3
Temporal 7.3% 8.4% 14.1% 5.8 16 24.2
Cingulaire 4.1% 13.3% 12.3% 9.4 11.6 2
Pariétal 4.2% 10.4% 16.1% 11.8 15.7 17.6
Occipital 3.3% 15.3% 32.6% 1.9 7.3 12.1
I - Afférences sous-corticales  Efférences sous-corticales
| LEC MEC Cellules de la LEC MEC Cellules de la
grille grille
Olfactif 36.9% 18.4% 7.1% 54.5 9.4 7.5
Claustrum 20.2% 19.6% 37.3% 12.4 2.1 3.1
Amygdale 23% 17.2% 7.3% 42.2 5.7 6.1
Noyaux 3.5% 5.5% 6.2% 15.7 5.8 1.5
septaux
Ganglion de la 1.2% 2.5% 3.3% 121 38.1 91.8
base
Thalamus 11.4% 25.9% 28.6% 1.8 1.2 0.9
dorsal
Thalamus 1.3% 3.8% 4.9% 0.4 0.2 0
ventral
Hypothalamus 2.5% 7.1% 5.3% 1.3 2.2 0

Afférences Hippocampiques Efférences Hippocampiques

LEC MEC Cellules de la LEC MEC Cellules de la
grille grille
HPC dorsal
DG/CA3 0.5% 0.5% 0.1% 21.5 26.5 2.5
CA2/CAl 10.5% 16% 46.4% 22.8 26 25.3
SUB 4.3% 3% 7.5% 3 2 3.5
HPC ventral
DG/CA3 1.1% 5.7% 0 7.5 9.2 0
CA2/CAl 37.5% 14.9% 3.4% 8.4 8.1 0
SUB 12.7% 12.2% 3.1% 6.4 5.1 0.2
Para HPC
Présubiculum 3.8% 19.5% 18.8% 4.3 3.2 2.1
Parasubiculum 5.9% 17.8% 8.6% 1.1 2.4 0.4
Postrhinal 4.9% 5.6% 5.6% 44.1 56.6 5.9
Périrhinal 19% 4.8% 6.5% 167.3 212.2 25.8

I1.1.2. Activités unitaires

Les projections entorhino-hippocampiques impliqueraient les cellules modulées spatialement
(cellules de la grille, de la bordure et de la direction de la téte) ainsi que les cellules ayant une
activit¢ non spatiale, ce qui suggere une convergence importante des différents types
d’informations traitées par I’entorhinal dans I’hippocampe (Zhang et al. 2013).
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Le cortex entorhinal médian du rongeur contient de nombreux types cellulaires modulés
spatialement (Figure 13): les cellules de la grille, des cellules de direction de la téte, des
cellules combinant ces deux propriétés et enfin des cellules de bordure.

Figure 13: Exemples de cellules de la grille et de cellules de bordure
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A et B: exemple de cellules de lieu tiré des travaux de Hafting et al. (2005). Les deux cellules
proviennent des parties dorsale et ventrale du cortex entorhinal (A et B respectivement).Le tracé de
gauche représente la trajectoire de [’animal (gris) avec les décharges des neurones en surimposition
(rouge) ; le tracé du milieu représente la fréquence de décharge en fonction de l'espace (plus la
couleur est chaude plus la cellule décharge) ; le tracé de droite traduit I’autocorrélation spatiale des
tracés obtenus. On peut noter que la précision du codage spatial est plus élevée dans le cortex
entorhinal dorsal (4) que ventral (B).

C et D : exemples de cellules de la bordure tirés des travaux de Solstad et al. (2005). Les illustrations
présentent le taux de décharge des cellules (plus la couleur est chaude plus la cellule décharge). On
peut noter que les cellules de la bordure sont sensibles a ['insertion d’une séparation dans
I’environnement (C, carte du milieu), et qu’elles operent un méme type de codage quelle que soit la
forme de [’environnement (D).

Les cellules de la grille ont de multiples champs d’activité organisés en triangles et qui sont
potentiellement générés par la microcircuiterie inhibitrice locale (Couey et al. 2013). Des
expériences d’inactivation de I’hippocampe ont montré que 1’activité spatiale des cellules de
la grille dépend en partie des informations envoyées par I’hippocampe, mais aussi d’autres
régions encore indéfinies (Bonnevie et al. 2013). Tout comme pour les cellules de lieu
hippocampiques, la taille et I’espacement des champs d’activité augmentent progressivement
selon I’axe dorso-ventral du cortex entorhinal médian. Ainsi, le codage spatial des cellules de
la grille serait d’autant plus précis dans les parties dorsales ou on retrouve par ailleurs la
densité maximale d’entrées visuelles et pariétales (Fyhn et al. 2004). Les cellules de la grille
voisines ont des champs récepteurs dont I’orientation et 1’espacement sont similaires, mais
avec différentes phases spatiales (Fyhn et al. 2008). Ces cellules de la grille encoderaient
topographiquement I’ensemble de I’environnement et représenteraient un systéme métrique
universel non spécifique a un environnement donné (Hafting et al. 2005 ; Fyhn et al. 2007).
Elles seraient groupées en 4 a 5 modules indépendants avec une échelle, une orientation et
une modulation rythmique spécifiques (Stensola et al. 2012). Les cellules de la grille qui sont
¢galement modulées par la direction de la téte combinent les deux types d’information
(Sargolini et al. 2006). Le codage spatial des cellules de la grille n’est pas simplement
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sensoriel, leur activité étant modulée par des facteurs cognitifs tels que la trajectoire a venir
(Lipton et al. 2007). Des cellules ayant un profil d’activité semblable ont été décrites dans le
cortex entorhinal postérieur du primate durant des enregistrements en téte restreinte (Killian et
al. 2012). Dans ce cas ou le singe est maintenu en contention, les cellules de type grille
opérent plutdt un codage de 1’espace visuel. De plus, des enregistrements intra-entorhinal
chez des patients épileptiques durant une tache de navigation a révélé des cellules codant pour
la trajectoire (path equivalent cells) qui déchargent en fonction de la direction du déplacement
(Jacobs et al. 2010). Des cellules similaires sont décrites chez le rongeur : elles codent pour la
direction des virages a venir ou des virages précédents, notamment au point de choix
(retrospective et prospective cells, Frank et al. 2000 ; Lipton et al. 2007). Enfin des cellules de
la grille ont été récemment décrites chez des patients épileptiques au moyen d’enregistrements
dans le cortex entorhinal, démontrant que le codage spatial dans le cerveau humain serait en
grande partie similaire a celui du rongeur (Jacobs et al. 2013a).

Les cellules de bordure coderaient pour les limites de I’environnement directement
accessibles a I’animal, que ces limites soit induites par une paroi en hauteur ou par un trou
(Solstad et al. 2008). Ces cellules pourraient étre utiles a la planification des trajectoires et
dans I’ancrage des champs des cellules de la grille et des cellules de lieu dans un cadre de
référence géométrique. Enfin, les cellules de direction de la téte encoderaient la direction
absolue de la téte par rapport a I’environnement (similairement a un compas).

Le cortex entorhinal latéral serait impliqué préférentiellement dans le traitement des
informations non-spatiales (Lisman 2007 ; Moser et al. 2008). En effet, chez le rongeur, les
neurones du cortex entorhinal latéral seraient faiblement modulés spatialement (Hargreaves et
al. 2005), mais ils déchargent a proximité d’objets discrets (Deshmukh & Knierim 2011). Des
réponses similaires ont été¢ décrites dans le cortex entorhinal antérieur chez le primate, mais
via un codage de I’espace visuel (Killian et al. 2012). Enfin, des enregistrements
¢électrophysiologiques chez le Rat ont révélé que 15 a 30% des neurones coderaient pour
I’emplacement des objets (Object in place cells) tandis que 5 a 15% des neurones coderaient
pour un emplacement ayant été précédemment associé a un objet (Object trace cells), ce
dernier type de codage pouvant représenter un substrat de la mémoire de I’emplacement des
objets (Figure 14 ; Tsao et al. 2013).
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Figure 14 : Exemples d’'une object cell et d 'une object-trace cell
Repris des travaux de Tsao et al. 2013

A Pre-obgect  Obgect  Poat-object B Pre-cbpect  Object  Posd-oliject

T, W o
¢-‘i‘|.' o :'!I ; L .rhul'
O | SRS (i
[ T N el 1 i__--' Hivd
oy P Rk (S W E
C :IH; ] Pl i M
S ol Peritian 1 Periftion J e 3 Pt 4 Pissaticn § Prrtican B o ol

172 H 15 4 My o By T H =) V& My ] 151

L’expérience se déroule en trois étapes séparées d’'une minute : une exposition a l’environnement sans
objet (« pre-object »), une réexposition a l’environnement avec l’objet (« Object ») et enfin une séance
avec réexposition a [’environnement sans objet (« Post-object »). A/ exemple d’une cellule répondant
a la présence d’un objet (carte du taux de décharge de la cellule au milieu, et les décharges
surimposées sur les déplacements de [’animal en bas). B/ exemple d’une cellule répondant a
I’emplacement précédemment occupé par [’objet. C/ les champs d’activité des « object-trace cells »
sont capables de suivre les déplacements séquentiels de [’objet en gardant en mémoire la séquence
d’emplacements précédemment associés a celui-ci.

Des enregistrements chez le Macaque ont par ailleurs suggéré que le cortex entorhinal
antérieur serait impliqué dans le maintien en mémoire de travail des représentations de 1’objet
et de la localisation de l’objet (Suzuki et al. 1997). Au-dela, les neurones du LEC
répondraient également chez le rongeur a des images d’objets ainsi qu’a des odeurs (Zhu et al.
1995 ; Young et al. 1997).

Globalement, de par ses connections et les types cellulaires qui le composent, le cortex
entorhinal serait impliqué dans la mémoire et la navigation via le codage des attributs
polymodaux du contexte comportemental courant (Eichenbaum et al. 2007). Ainsi, chaque
type de neurone entorhinal encoderait un attribut perceptuel, spatial ou cognitif du contexte
courant. Ce codage serait non-spécifique dans le sens ou des contextes similaires mais non-
équivalents généreraient des représentations entorhinales similaires (Quirk et al. 1992, Fyhn et
al. 2007). Ainsi, I’EC encoderait les caractéristiques de la tiche en cours comme les
mouvements futurs ou passés (Frank et al. 2000 ; Lipton et al. 2007), le contenu en mémoire
de travail de la tiche (Suzuki et al. 1997), les objets contenus dans I’environnement et leurs
caractéristiques (Ekstrom et al. 2003 ; Quiroga et al. 2006), la distance par rapport aux
bordures de I’environnement (Solstad et al. 2008) et la localisation dans 1’ espace (Quirk et al.
1992 ; Hafting et al. 2005 ; Sargolini et al. 2006). De plus, le cortex entorhinal serait impliqué
dans la rétention de I’information en mémoire de travail (Levisohm et al. 1991), certains
neurones entorhinaux présentant une activité soutenue durant les périodes de délais (Schon et
al. 2005) ce qui pourrait participer au maintien temporaire de 1’information (Brickman et al.
2010). Pris ensemble, ces arguments supportent le point de vue que le cortex entorhinal joue

53



CHAPITRE 2:
Neuroanatomie de la formation hippocampique

un rdle important dans la formation de la mémoire via 1’encodage des différents attributs du

contexte avant leur intégration et stockage en mémoire par I’hippocampe (Eichenbaum et al.
2007).

I1.2 Hippocampe

L’organisation fonctionnelle des projections entre le cortex entorhinal et I’hippocampe est
classiquement résumée a un circuit trisynaptique dans lequel le cortex entorhinal projette sur
le DG qui projette ensuite sur CA3 qui, a son tour projette sur CAl. Or, ce point de vue a
récemment été remis en cause par des travaux menés chez la Souris (Kohara et al. 2014). En
effet, I’hippocampe serait plutdt organisé selon deux circuits tri-synaptiques paralléles se
controlant réciproquement (Figure 15).

Figure 15 : Les deux circuits tri-synaptiques paralléles de [’hippocampe
d’apres Kohara et al. 2014
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EC, cortex entorhinal ; DG, gyrus denté ; CA3, corne d’Ammon 3 ; CA2, corne d’Ammon 2 ; CAls,

partie superficielle de la corne d’Ammon 1 ; CAlp, partie profonde de la corne d’Ammon 1. 1, voies
perforantes ; 2, fibres moussues ; 3, collatérales de Schaffer.

Ainsi, aprés son activation par les entrées entorhinales, le DG contacterait directement CA3
via la composante transversale des fibres moussues et CA2 via une composante longitudinale
(septo-temporale) des fibres moussues. CA2 projetterait ensuite essentiellement sur les
cellules pyramidales de la couche profonde de CAl, notamment via une innervation de la
stratum oriens, tandis que CA3 projetterait sur 1’ensemble de la population des cellules
pyramidales via I’innervation des stratums oriens et radiatum avec les collatérales de Schaffer
(Kohara et al. 2014). De manicre intéressante, les projections de CA2 vers CAl seraient
¢galement caractéris€ées par une forte composante longitudinale (Tamamaki et al. 1988 ;
Shinohara et al. 2012), tandis que les projections de CA3 a CA1 seraient plutot restreintes au
méme niveau dorso-ventral. De cette manicre, I’activation de CA2 par la composante
longitudinale des fibres moussues, suivie de projections a forte composante longitudinale vers
CAl, ferait de CA2 le centre d’un circuit tri-synaptique longitudinal (Kohara et al. 2014)
différent du circuit trisynaptique classique qui serait principalement transversal (Sloviter &
Lomo 2012). CA2 permettrait ainsi d’établir un lien rapide entre une entrée dans le DG dorsal
et les traitements dans CA1 ventral et ses zones de projection comme le cortex préfrontal et
I’amygdale basolatérale.
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I1.2.1 Gyrus denté

Le DGfhile peut étre divisé en cingq couches principales : la couche

Gyrus dente . . :

moléculaire externe (OML), la couche moléculaire médiane (MML),
LEC 3 _ _\" la couche moléculaire interne (IML), la couche granulaire (GRAN) et
le Hile (Amaral et al. 2007 ; Leranth & Hajszanl 2007). Les cellules
granulaires sont les cellules glutamatergiques principales du DG. Elles
Sl projettent massivement sur CA3 et CA2 et font des collatérales dans le

| hile sur des interneurones inhibiteurs et les cellules moussues.

LI

LAl Les principales afférences corticales glutamatergiques du DG
DG, proviennent de la couche II du cortex entorhinal (85% des
cas? terminaisons sur les épines dendritiques des cellules granulaires).
Vers €A Cependant il y aurait également quelques efférences des couches V et
1\‘ CA2, Hile ) VI du cortex entorhinal. Il a ¢également été rapporté la présence

d’afférences du présubiculum et du parasubiculum (sur ’OML et la
MML), mais leurs phénotypes neurochimiques sont inconnus (Amaral et al. 2007 ; Leranth &
Hajszan 2007). Enfin, des afférences des cortex périrhinal et postrhinal ont été décrites (Van
Strien et al. 2009). Les principales afférences hippocampiques glutamatergiques du DG
proviennent des collatérales des cellules pyramidales de CA3 (Scharfman 2007). Il faut
¢galement noter la présence d’afférences en provenance de 1’aire supramammilaire, ces
projections exprimant a la foi le transporteur vésiculaire du glutamate (VGLUT2) et du
GABA (VGAT); elles procedent potentiellement a la co-libération de ces deux
neurotransmetteurs. La présence du transporteur vésiculaire du glutamate de type 1
(VGLUTI1) permet d’identifier les terminaisons présynaptiques glutamatergiques des
neurones principaux du cortex entorhinal et de I’hippocampe (Leranth & Hajszran 2007).

Comme le reste de I’hippocampe, le DG regoit ¢galement des afférences neuro-modulatrices.
Le complexe regroupant le septum médian et la bande diagonale de Broca (MSDB) envoie
ainsi des afférences GABAergiques (notamment sur les interneurones du Hile),
glutamatergiques et cholinergiques. Les afférences modulatrices cholinergiques semblent
contacter I’ensemble des cellules du DG (Amaral et al. 2007 ; Leranth & Hajszanl 2007). Le
hile recoit également des afférences modulatrices dopaminergiques (aire tegmentale ventrale),
sérotoninergiques (raphé dorsal) et noradrénergiques (locus coeruleus).

La principale efférence du DG provient des cellules granulaires et forme les fibres moussues.
Ce systéme de projection est formé d’une composante transversale qui innerve le Hile par des
collatérales puis CA3, ainsi que d’une composante longitudinale plus distale qui innerverait
essentiellement CA2 (Kohara et al. 2014). Les synapses des fibres moussues sont
particuliérement puissantes, une seule fibre moussue étant capable de dépolariser un neurone
dans CA3 (Rollenhagen & Liibcke 2010).

Discrimination des patrons d’activité (pattern separation).
Le DG serait particuliecrement impliqué dans le phénomene de pattern separation, une
opération computationnelle renvoyant au fait de générer des activités différentes a partir
d’entrées synaptiques fortement similaires (McHugh et al. 2007 ; Schmidt et al. 2012 ; Gilbert
et al. 2001). En effet, anatomiquement il y a une forte divergence entre le cortex entorhinal et
le DG, ce dernier contenant 10 fois plus de cellules principales que la couche II du CE. De
plus, I’activité¢ des cellules granulaires est trés éparse (faibles taux de décharge), mais leurs
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projections sont puissantes (I’activation d’une seule fibre moussue est suffisante pour faire
décharger une cellule pyramidale de CA3). Ainsi, des environnements similaires induisent
I’activation de populations différentes dans le DG et ces différences d’activation du DG
seraient capables d’induire un recodage de [’environnement (remapping) dans tout
I’hippocampe (Tanila 1999, Morris et al. 2012).

La balance entre encodage du contexte courant en tant que nouveau contexte et rappel d’une
représentation déja encodée dépendrait des interactions entre le DG et CA3. En effet, dans un
environnement nouveau fortement similaire a un environnement familier, le cortex entorhinal
enverrait a I’ensemble de 1’hippocampe des inputs codant pour le contexte dans lequel
I’animal se trouve. En réponse a ces entrées entorhinales, 1’activit¢ du DG permettrait de
discriminer ce contexte et faciliterait ainsi son encodage en tant que nouveau contexte (Deng
et al. 2013). Au contraire, ’activité dans 1’aire CA3 induirait plutdt le rappel d’un contexte
déja connu (pattern completion). Ainsi, 'intégrit¢ du DG est importante pour la
discrimination de contextes fortement similaires (Leutgeb et al. 2007 ; Jinde et al. 2012 ;
Morris et al. 2012) alors que son implication dans 1’encodage de contextes qui différent
fortement ne serait pas forcément nécessaire (Leutgeb et al. 2007 ; Morris et al. 2012). De
manicre intéressante, la neurogénese adulte qui prend place dans le DG pourrait concourir au
pattern separation, les cellules granulaires néoformées étant plutdt enclines a opérer un
pattern separation tandis que les cellules granulaires plus anciennes concourraient plutot au
pattern completion (Nakashiba et al. 2012). En effet, le pic d’excitabilité des cellules
granulaires néoformées aurait lieu vers la 4° semaine et cette excitabilité diminuerait ensuite
dés la 6° semaine (Dieni et al. 2013). L’implication des neurones néoformés dans les
phénomenes de pattern separation dépendrait notamment des entrées en provenance du cortex
entorhinal et du cortex périrhinal (Vivar et al. 2012 ; 2013). D’ailleurs, de petits changements
environnementaux sont suffisants pour augmenter la proportion de neurones néoformés
survivants via ’inhibition de I’apoptose (Nokia et al. 2012), ce qui suggere une mobilisation
spécifique de cette population par I’encodage d’informations nouvelles dans le DG.

Chez I’humain, le DG serait également impliqué dans les processus de pattern separation,
notamment dans le cadre de taches de discrimination visuelle (Bakker et al. 2008 ; Brickman
et al. 2010 ; Yassa & Stark 2011b). Or, dans le cadre du vieillissement normal, il y aurait
diminution des capacités de pattern separation en lien avec 1’affaiblissement des voies
perforantes et de la modulation cholinergique soutenant normalement 1’encodage de nouvelles
expériences (Wilson et al. 2006 ; Yassa & Stark 2011b). Dans le cadre du MCI, I’atteinte
fonctionnelle précoce du DG et de CA3 parait liée aux déficits de pattern separation (Y assa et
al. 2010). Plus précisément, il semblerait que 1’hyperactivation du DG observé durant le MCI
puisse expliquer les déficits de pattern separation, car elle pourrait traduire une perturbation
du codage épars qui caractérise normalement le DG. En effet, la réduction pharmacologique
de cette hyperactivité fait disparaitre les déficits de pattern separation (Bakker et al. 2012).

Encodage et consolidation.
L’implication du DG dans I’encodage de I’information nouvelle serait fortement liée aux
opérations de pattern separation, car en absence de détection d’une situation ambivalente
mais nouvelle, ’hippocampe opérerait préférentiellement un rappel d’informations déja
encodées. Ainsi, dans le cadre de I’encodage d’une nouvelle situation, le DG faciliterait
I’établissement de nouvelles représentations dans CA3 et CA1 (Lee et al. 2009 ; Cerasti et al.
2010). Le DG ne serait pas nécessaire au codage spatial de ’environnement en tant que tel,
mais jouerait un role important dans les phénoménes d’apprentissages spatiaux. En effet, la
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Iésion du DG chez le Rat induit des déficits d’apprentissage sans pour autant impacter le
codage spatial de I’environnement par les cellules de lieu de la corne d’Ammon (McNaughton
et al. 1989). De plus, le DG serait plus particulie¢rement impliqué dans 1”apprentissage de la
mémoire spatiale de référence, mais pas dans la mémoire de travail (Uzakov et al. 2005 ;
Andrews-Zwilling et al. 2012). Cependant, le DG participerait au codage du contexte
environnemental (Liu et al. 2012). En effet, les activités unitaires dans le DG suggérent une
participation au codage de l’environnement, les cellules granulaires ayant des champs
d’activité spatiaux uniques et les cellules moussues des champs d’activité multiples
ressemblant aux champs d’activité des cellules de la grille du cortex entorhinal (Leutgeb et al.
2007 ; Neunuebel et al. 2012). Ainsi, dans une ¢élégante étude, Ramirez et collaborateurs
(2013) ont induit I’expression de canaux rhodopsine dans les cellules du DG qui était activée
dans un contexte neutre. Or, la réactivation de cette population de cellules du DG dans un
contexte différent associé a un conditionnement de peur induit [’association du
conditionnement de peur avec le contexte neutre, démontrant que les activités neuronales du
DG sont suffisantes pour réactiver une représentation spécifique d’un contexte spatial. Enfin,
en lien avec ces résultats, il faut noter que le DG présente durant le sommeil paradoxal des
augmentations phasiques de son activité (dentate burst) qui pourraient promouvoir la
consolidation de la mémoire (Montgomery et al. 2008).

I1.2.2 CA3

CA3 La région CA3 est subdivisée en six couches principales: la
.‘/_] = "\I stratum  lacunosum-moleculare externe (outer lacunosum-
moleculare, oLM) recevant principalement les afférences du cortex
AMEC 3 : entorhinal latéral (LEC) ; la stratum lacunosum-moleculare interne
(inner lacunosum-moleculare, iLM) recevant principalement les
CA > : afférences du cortex entorhinal médian (MEC); la stratum
radiatum (RAD) recevant principalement les afférences des
L projections récurrentes de CA3 ipsilatéral et controlatéral ; la
stratum lucidum (SL) recevant principalement les afférences des
DG fibres moussues (cellules granulaires du DG); la stratum
car™ pyramidale (PYR) qui est la principale couche cellulaire
comprenant notamment les corps cellulaires de cellules
PréparaSublculurs pyramidales et enfin la stratum oriens (OR) recevant les
"\‘_ VISDE _,,-’ projections des fibres moussues (notamment dans CA3c, la partie
la plus proximale de CA3) et les fibres des cellules pyramidales de
CA2 (notamment dans CA3b et CA3a). CA3 entretient des relations inhibitrices réciproques
avec CA2 (Kohara et al. 2014) et les entrées de fibres moussues dans la stratum lucidium sont
particuliérement puissantes, bien que peu nombreuses et relativement peu souvent actives
(Rollenhagen & Liibcke 2010)
La particularité la plus remarquable des neurones pyramidaux de CA3 est qu’ils regoivent la
majorité¢ de leurs entrées de la part de collatérales (bilatérales) d’autres neurones pyramidaux
de CA3. Ces connections récurrentes formeraient un réseau auto-associatif idéal pour la
formation rapide d’associations multimodales (par exemple entre un objet, un son un choc ou
une odeur et un contexte) et seraient également impliquées dans le maintien en mémoire de
travail de I’information spatiale (Gilbert & Kesner 2003 ; Rolls & Kesner 2006 ; Daumas et
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al. 2005). De plus, cette circuiterie particuliere permettrait d’initier le rappel mnésique a partir
des entrées entorhinales via les phénoménes de pattern completion: une opération
computationnelle consistant a réactiver une représentation a partir d’entrées sensorielles
partiellement en recouvrement avec la représentation initiale (Nakazawa et al. 2002 ; Gold &
Kesner 2005).

La région CA3 peut étre également divisée en trois zones proximo-distales par rapport au
DG : CA3c (la plus proximale du DG), CA3b (intermédiaire) et CA3a (la plus distale du DG)
(pour revue, voir Kesner 2007). Ainsi, CA3a et b seraient particulierement impliqués dans
I’encodage rapide de I’information spatiale en mémoire a court-terme, les neurones de CA3
répondant plus rapidement que les neurones de CAl a un changement de configuration de
I’environnement (Leutgeb et al. 2006). Dans le cadre d’un apprentissage spatial sur plusieurs
essais, CA3a/b joueraient aussi un role dans 1’encodage progressif de 1’information spatiale en
mémoire & long-terme, la 1ésion de cette sous-structure entrainant des déficits d’amélioration
inter-essais (Gilbert & Kesner 2003). CA3a/b serait également impliquée dans la formation
d’associations entre stimulus, comme des associations entre objet et I’emplacement d’un
renforcement (pour revue, voir Kesner 2007). Enfin, CA3a/b jouerait un role dans le rappel
des informations a partir d’entrées partielles via les processus de pattern completion (pour
revue, voir Kesner 2007). En effet, le blocage de la signalisation glutamatergique via les
récepteurs NMDA dans CA3 entraine des déficits de pattern completion en piscine de Morris
(pas de rappel si certains indices sont déplacés dans la piéce ; Nakazawa et al. 2002). La partie
CA3c, quant a elle, jouerait un role important dans le codage géométrique de I’environnement
(pour revue, voir Kesner 2007).

Les entrées des fibres moussues seraient particuliérement importantes pour induire 1’encodage
d’un nouveau contexte, notamment lorsqu’il y a une forte similarité entre le contexte courant
et des contextes déja encodés ce qui induirait une forte charge en pattern separation (Jerman
et al. 2006). Les entrées des voies perforantes permettraient, quant a elles, d’initier le rappel
de I’information a partir d’indices de rappel incomplets, la perturbation des voies perforantes
dans CA3 induisant des déficits d’apprentissage en navigation spatiale d’un jour a autre,
mais pas entre les différents essais de chaque jour (Lee & Kesner 2004).

Les projections de CA3 (notamment de CA3c) vers le DG cibleraient plus particulierement le
Hile ou elles contactent précocement les neurones néoformés du DG (Vivar et al 2012 ;
2013). Ces projections de CA3c concourraient également aux phénomenes de pattern
separation, notamment dans le cadre du pattern separation géométrique : le DG pouvant
opérer seul a un patten separation spatial sur la base de localisations spécifiques, mais
dépendrait de CA3c dans le cadre du pattern separation sur la base de la géométrie de
I’environnement (pour revue, voir Kesner 2007). Les projections vers CAl, a travers les
collatérales de Schaffer, seraient notamment impliquées dans le traitement des séquences
temporelles (Gilbert et al. 2001). Enfin, les projections vers le complexe septum
médian/bande diagonale de Broca (MSDB ; Gaykema et al. 1991) pourraient moduler les
projections GABAergiques, cholinergiques et glutamatergiques vers 1’ensemble de la
formation hippocampique.
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11.2.3 CA2

La région CA2 est probablement la région la moins étudiée de
CA2 I’hippocampe, notamment parce qu’elle est difficile d’accés chez le
rongeur et du fait de sa petite taille. Cependant, [’utilisation
d’approches génétiques a récemment montré que CA2 est en fait
bien plus étendu que ne l’avait suggéré les études anatomiques
classiques. En effet, une partie de ce qui était considéré comme
CA3a serait en fait une sous-partie de 1’aire CA2, celle-ci recevant de
ce fait des afférences du DG (partie la plus distale des fibres
moussues ; Kohara et al. 2014). La région CA2 est classiquement
subdivisée en cing couches: la stratum lacunosum-moleculare
externe (outer lacunosum-molecularé, oLM) recevant principalement
les afférences du cortex entorhinal latéral (LEC); la stratum
| Vers CA3. CA2 & CAl lacunosum-moleculare interne (inner lacunosum-moleculare, iLM)
LEC & MEC recevant principalement les afférences du cortex entorhinal médian
Qlwull.lﬁ wothalam ._/.l (MEC) ; la stratum radiatum (RAD) recevant principalement les
afférences des collatérales de Schaffer (CA3); la stratum pyramidale
(PYR) qui est la principale couche cellulaire comprenant notamment les corps cellulaires de
cellules pyramidales et enfin la stratum oriens (OR) recevant également les projections des
collatérales de Schaffer (CA3) et des afférences de 1’aire supra-mamillaire (SUM). 1l faut
noter que dans les analyses présentées dans cette thése, je n’ai pas quantifié¢ les changements
synaptiques dans les terminaisons des fibres moussues au niveau de CA2.

CA2 est mutuellement li¢ par des relations inhibitrices avec CA3 (Kohara et al. 2014). Si CA2
recoit des afférences puissantes de la part de la couche II du cortex entorhinal (Chevaleyre et
al. 2010), CA2 envoie également en retour des projections denses vers cette couche (Rowland
et al. 2013), formant ainsi un circuit court entre le cortex entorhinal et I”hippocampe. De la
méme mani¢re, CA2 recoit des entrées bilatérales de CA3 et CA2 et projette en retour
bilatéralement sur CA1, CA2 et CA3 (Cui et al. 2013). Ainsi, CA2 serait, tout comme CA3,
caractérisé par la présence de connexions récurrentes et bilatérales. Les entrées de CA3
seraient plutdét associées a une inhibition feed-forward (Chevaleyre et al. 2010). Les
projections vers CAl seraient particuli¢rement puissantes et cibleraient spécifiquement la
sous-population la plus profonde des cellules pyramidales de CA1 (Chevaleyre et al. 2010 ;
Kohara et al. 2014). L’une des singularités de CA2 étant sa forte composante longitudinale,
cette structure semble opérer sur ’ensemble de 1’axe dorso-ventral de 1I’hippocampe (Kohara
et al. 2014). Concernant la circuiterie sous-corticale, CA2 regoit des entrées du MSDB et de
I’hypothalamus (notamment de ’aire supra-mamillaire) et projette également en retour vers
ces structures (Cui et al. 2013). Enfin, CA2 regoit des entrées importantes et bilatérales du
raphé médian.

Bien que le role fonctionnel de CA2 soit encore mal défini, ses relations réciproques avec
I’ensemble des sous-régions hippocampiques, avec le MSDB et avec les couches
superficielles du cortex entorhinal laisse présager une implication potentiellement importante
dans I’ensemble des comportements hippocampo-dépendants.
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11.2.4 CA1l

La région CAl est classiquement divisée en quatre couches
principales : la stratum lacunosum-moleculare (LM) recevant

CAl
b vy N principalement les afférences du cortex entorhinal et des noyaux
-\

\II':-':: :‘ thalamiques ; la stratum radiatum (RAD) recevant principalement
les afférences des collatérales de Schaffer (CA3) et de CA2 ; la
stratum pyramidale (PYR) qui est la principale couche cellulaire
CA3 > comprenant notamment les corps cellulaires de cellules pyramidales
et enfin la stratum oriens (OR) recevant notamment les projections
des collatérales de Schaffer (CA3) et de CA2. Les entrées
entorhinales dans CA1 seraient essentiellement modulatrices. En
effet, la coincidence entre les entrées entorhinales et les entrées des
W collatérales de Schaffer induirait par exemple la potentialisation de
ces dernieres (Xu et al. 2012). Les projections de CAl vers le
o s raSubic MSDB émergeraient principalement des neurones GABAergiques et
ré/parasubiculum . . L .
LEC & MEC. celles-ci contacteraient principalement les neurones GABAergiques
\_ MsDB de projection du MSDB (Manseau et al. 2008). Contrairement au
DG, a CA3 et a CA2, CAl recevrait la majorité de ses entrées
entorhinales de la part de la couche III.
Fonctionnellement, CA1 a été impliquée dans la formation d’associations temporelles, la
consolidation de la mémoire et le rappel mnésique. En effet, les perturbations de CAl
induisent des déficits d’apprentissage de séquences temporelles (Huerta et al. 2000 ; Hoge &
Kesner 2007), de rappel en mémoire spatiale (Vago et al. 2007) et de consolidation a long
terme des traces mnésiques (Remondes & Schuman 2004).

CAl
{'-"u.'.'-}

Viers Subiculam,

L’implication de CA1 dans la navigation spatiale et la mémoire spatiale reposerait notamment
sur les cellules de lieu. Dans CA1, ces cellules de lieu se mettent en place progressivement et
leur codage spatial resterait stable pendant des mois au minimum (Lever et al. 2002). Le
comportement de décharge des cellules de CA1 est spatialement modulé surtout dans la partie
proximale de CAl, en accord avec des projections entorhinales provenant principalement du
MEC (Henriksen et al. 2010). Dans un labyrinthe en T, une proportion non négligeable de
cellules de lieu auraient un comportement de décharge différentiel en fonction de la direction
du virage, indiquant un codage modulé par I’objectif de I’animal (Griffin et al. 2007). Au-dela
du codage de la position par la fréquence de décharge, les cellules de lieu procéderaient
¢galement a un codage combiné de la position, de la trajectoire et de la direction via le
phénoméne de précession de phase (Huxter et al. 2008 ; voir partie III de ce chapitre). Les
cellules de lieu seraient ainsi impliquées dans un codage de la position, un codage prospectif
(positions a venir) et un codage rétrospectif (positions passées) et au voisinage du point de
choix le codage de la trajectoire est particuliérement proéminent (Ferbinteanu et al. 2011). Le
comportement de décharge spatialement modulé des cellules de lieu est généralement vu
comme dépendant essentiellement des indices visuels, mais la comparaison entre une
navigation dans une version réelle et dans une version virtuelle du méme environnement a
démontré que les indices vestibulaires sont nécessaires pour activer de maniere optimale la
représentation spatiale de I’environnement dans CA1 (Ravassard et al. 2013).

L’implication de CA1 dans le codage des associations temporelles dépendrait étroitement de
la coopération entre CA1 et CA3 (Lee et al. 2005 ; Kesner 2007). La description de cellules
temporelles (time cells) codant pour le délai séparant deux événements significatifs d’une
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taiche en fonction de la localisation et du comportement en cours de 1’animal, serait un
substrat des fonctions temporelles de CA1 (MacDonald et al. 2011 ; Kraus et al. 2013).
Cependant, les projections en provenance de la couche III du cortex entorhinal joueraient
¢galement un role dans la mémoire des associations temporelles (Suh et al. 2011) et
potentiellement dans 1’encodage de [’ordre temporel des événements dans un épisode
(MacDonald et al. 2011).

I1.3 Les réseaux de la formation hippocampique.

Classiquement, 1’organisation de la circuiterie de la formation hippocampique est décrite
comme une boucle trisynaptique de traitement de 1’information (entorhinal>DG—CA3—
CAl). Cependant, I'organisation des circuits de la formation hippocampique est plus
complexe et consisterait plutot en de multiples boucles paralleles de traitement de
I’information (Figure 16).

Figure 16 : Organisation des principaux circuits intrinseques de la formation hippocampique.
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Cette figure présente les principaux circuits de la formation hippocampique déterminés d’apres
Llorens-Martin et al. 2014 et Van Strien et al. 2009. La plupart de ces circuits ont été décrits a partir
d’expériences de tragcage neuroanatomique chez le Rat. N’apparaissent sur cette figure que les
projections les plus denses. Il faut cependant noter qu’il existe également de nombreuses projections
GABAergiques en retour comme par exemple entre le DG et le cortex entorhinal (Melzer et al. 2012)
ou encore entre le subiculum et CA3 (Publication n °6 en annexe). Ces projections éparses allant a
contre-sens des projections « dominantes », pourraient notamment étre impliquées dans la
synchronisation des structures entre elles via la modulation de leurs activités oscillatoires (Melzer et
al. 2012 ; Publication n°6 en annexe). POR, postrhinal ; PER, périrhinal ; CEM, cortex entorhinal
médian ; CEL, cortex entorhinal latéral ; DG, gyrus denté ; SUB, subiculum ; preSUB, présubiculum ;
paraSUB, para-subiculum.1, voies perforantes ; 2, fibres moussues ; 3, collatérales de Schaffer. Les
circuits en trait fin font référence a des connexions encore mal connues.
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La complexité de ces circuits nécessite une coordination fine de D’activité des différentes
structures de la formation hippocampique. Plus largement, les activités des circuits de la
formation hippocampique doivent également se coordonner avec les aires cérébrales extra-
temporales également impliquées dans la navigation. Cette coordination passerait notamment
par D’organisation temporelle fine de l’activit¢ des multiples populations neuronales qui
composent ces réseaux, un phénoméne qui se refléterait dans les activités électriques
oscillatoires rythmiques traduisant 1’activité synchronisée d’une population de neurones.

62



CHAPITRE 2:

Activités oscillatoires

II1. Activités oscillatoires.

L’exécution des fonctions cognitives complexes requiert la coordination de multiples réseaux
neuronaux s’étendant a travers de nombreuses régions cérébrales. Comment ces populations
de neurones se coordonnent-elles pour coder 1I’information?

Les réseaux neuronaux présentent des fluctuations rythmiques de leur excitabilité qui se
traduisent par des oscillations rythmiques des potentiels de champ extracellulaires (local field
potential, LFP). Ces fluctuations de I’excitabilité généreraient des fenétres temporelles
ouvertes a la communication inter-neuronale. Ainsi, les oscillations cohérentes entre
différents groupes de neurones leur permettraient d’interagir efficacement, leur fenétre de
communication étant ouverte aux mémes moments. L’activité rythmique des neurones
représenterait donc un des mécanismes permettant de lier et de coordonner les activités
d’assemblées neuronales distribuées. Dans la formation hippocampique, deux principaux
rythmes synchroniseraient ainsi 1’activité neuronale, le rythme théta (d’environ 4 a 12 Hz) et
le rythme gamma (d’environ 25 a 140 Hz).

II1.1 Oscillations et mémoire.
II1.1.1 Théta

Les oscillations théta sont des activités ¢€lectriques sinusoidales associées notamment aux
comportements actifs et au sommeil paradoxal (Winson 1974 ; Colgin 2013). Cette activité
rythmique est proéminente dans I’hippocampe, mais on la retrouve également dans les
structures interconnectées avec 1’hippocampe comme le cortex entorhinal (Mitchell & Ranck
1980), le septum (Nerad & McNaughton 2006), ’amygdale (Seidenbecher et al. 2003), le
parasubiculum (Glasgow & Chapman 2007), le striatum (DeCoteau et al. 2007) et le cortex
préfrontal (Jones & Wilson 2005).

Corrélats comportementaux de [’activite théta.
La puissance du théta est corrélée aux mouvements, notamment aux mouvements actifs
(Terrazas et al. 2005). Elle correle également aux performances de rappel mnésique chez le
Rat (Landfield et al. 1972, Winson 1978) comme chez I’Homme (Rutishauser et al. 2010).
Cette implication du théta dans les phénomeénes mnésiques et d’apprentissage pourrait
notamment s’expliquer par la modulation des modifications plastiques de la force synaptique
(Larson et al. 1986 ; Greenstein et al. 1988).

Genese des oscillations théta.
Le théta dans la formation hippocampique a longtemps été pergu comme générée par
I’innervation provenant du complexe septum médian/bande diagonale de Broca (MSDB).

En effet, la 1ésion ou I’inactivation réversibles du MSDB induit une réduction drastique de la
puissance du théta dans I’hippocampe et le cortex entorhinal (Petsche et al. 1962 ; Mitchell et
al. 1982 ; Koenig et al. 2011 ; Brandon et al. 2011). Anatomiquement, les neurones
GABAergiques du MSDB projetant vers la formation hippocampique ont une activité de
décharge rythmique au théta, tandis que les neurones de projections cholinergiques
moduleraient 1’excitabilité neuronale dans la formation hippocampique pour promouvoir les
décharges rythmiques au théta (Simon et al. 2006). Cependant, I’étude ex vivo de I’activité
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oscillatoire de I’hippocampe intact, mais isolé, a révélé que celle-ci est capable de générer de
manic¢re autonome un rythme théta grace a la présence de multiples oscillateurs locaux
(Goutagny et al. 2003). Les interneurones hippocampiques joueraient un rdle particuliérement
important dans la synchronisation des populations neuronales et supporteraient la genc¢se des
oscillations dans les réseaux neuronaux (Klausberger 2008). Le maintien de ces activités théta
reposerait sur les interactions entre certains types d’interneurones et les cellules pyramidales
principales. En effet des courants post-synaptiques inhibiteurs rythmiques sont enregistrés
dans les cellules pyramidales, tandis que les interneurones présentent des courants post-
synaptiques excitateurs rythmiques. Le cortex entorhinal participerait également a la
modulation du théta hippocampique. En effet, les cellules des couches superficielles du cortex
entorhinal ont des décharges synchrones au rythme théta (Quilichini et al. 2010), ce qui
suggere que les voies perforantes pourraient rythmiquement moduler les décharges dans
I’hippocampe (Alonso et al. 1987). Cependant, chez le Rat libre de ses mouvements, les
cellules étoilées de la couche II du cortex entorhinal ne seraient que faiblement modulées au
rythme théta (Ray et al. 2014).

En fait, il y aurait deux types d’oscillations théta dans I’hippocampe, un théta accompagnant
les comportements exploratoires, résistants a 1’atropine, mais dépendant de I’intégrité du
cortex entorhinal, et un théta prédominant durant I’anesthésie a I’uréthane, sensible a
I’atropine (donc a I’innervation cholinergique provenant du MSDB), mais résistant a la 1ésion
du cortex entorhinal (Kramis et al. 1975).

Organisation de [’information et oscillations théta.

L’hippocampe recevant des informations convergentes en provenance de multiples aires, ces
informations doivent arriver de maniére coordonnée afin de pouvoir étre intégrées de maniére
appropriée. Or, le rythme théta semble étre li¢ a la prise rythmique de I’information
environnementale. En effet, chez le Rat, la fréquence du théta est corrélée a la fréquence des
mouvements des vibrisses (Berg & Kleinfeld 2003 ; Ganguly & Kleinfeld 2004) et au rythme
des reniflements (Macrides et al. 1982), tandis que chez ’'Homme le rythme théta serait
essentiellement modulé par le rythme des saccades oculaires (Otero-Millan et al. 2008). Ainsi,
il apparait que chaque cycle théta peut contenir un échantillon discret d’informations
sensorielles (Kepecs et al. 2006).

Au-dela des étapes de traitement sensoriel de ’information, le rythme théta pourrait servir a
relier I’information sensorielle aux informations motivationnelles, émotionnelles et
mnésiques, faisant ainsi de chaque cycle théta une entité de traitement discret et intégré de
I’information quant aux conditions environnementales courantes de 1’animal. Dans une
¢légante expérience, Jezek et collaborateurs (2011) ont apporté une démonstration forte de ce
role du théta. Dans leurs travaux, des rats ont été familiarisés avec deux champs-ouverts reliés
par un passage. Les deux champs ouverts ne différaient que par les conditions d’éclairage et
les rats ont progressivement développé une représentation propre de chacun de ces champs
ouverts. Les rats ont ensuite été placés dans un champ ouvert avec un éclairage correspondant
a ’'un des environnements, puis brusquement 1’éclairage a ét¢ changé pour correspondre a
celui caractérisant 1’autre environnement (expérience de « téléportation »). Au moment de ce
changement abrupt, Jezek et collaborateurs ont observé que la représentation spatiale de
I’environnement était temporairement instable, celle-ci oscillant périodiquement entre les
représentations spécifiques de chacun des environnements sur des cycles théta propres.
L’implication du rythme théta dans I’organisation de I’information est encore renforcée par le
fait que durant les taches d’alternance en labyrinthe en T, les séquences de cellules de lieu
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occupant chaque cycle théta représentent alternativement les différentes trajectoires possibles
(Gupta et al. 2012).

Précession de phase théta et codage spatio-temporel de l'information.
Lorsque I’animal traverse le champ d’activité d’une cellule de lieu, la décharge de celle-ci se
produit de plus en plus tot a chaque cycle théta, un phénoméne appelé la précession de phase
(O’Keefe & Recce 1993 ; Skaggs et al. 1996). Or, comme chaque cycle théta est accompagné
de la décharge de plusieurs cellules de lieu associées a des champs d’activité séquentiels en
recouvrement partiel (Figure 17), un cycle théta individuel contiendrait ainsi une
représentation compressée de 1’espace (Skaggs et al. 1996).

Figure 17 : Représentation shematique de la précession de phase des cellules de lieu
(adapté de Skaggs et al. 1996)
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La figure représente quatre champs d’activité de cellules de lieu en recouvrement partiel (A, B, C et
D) pour un animal se déplacant vers la droite (fleche noire). En bas de la figure sont représentées les
décharges des cellules de lieu en fonction du pic de la phase de [’oscillation théta (barres verticales
noires). On peut observer qu’au cours du deplacement de [’animal, il y a activation répétée des
séquences de cellules de lieu au sein de chaque cycle théta.

Ainsi, la précession de phase permettrait de coder a la fois de la position courante de I’animal
(cellule la plus active), la trajectoire passée (cellules déchargeant plus tot dans le cycle) et la
trajectoire future (cellules déchargeant plus tard dans le cycle ; Dragoi & Buzsaki 2000).
Cependant, certains cycles théta représenteraient majoritairement la trajectoire passée, tandis
que d’autres représenteraient plutot la trajectoire a venir (Gupta et al. 2012).

Si la précession de phase théta a beaucoup été étudi¢e au niveau de CAl, elle a également été
rapportée dans le DG (Yamaguchi et al. 2002 ; Mizuseki et al. 2009), dans CA3 (Mizuseki et
al. 2009), dans le subiculum (Kim et al. 2012), dans le cortex entorhinal (Hafting et al. 2008,
Mizuseki et al. 2009) et dans le striatum ventral (Van der Meer & Redish 2011). Elle
représenterait donc un mécanisme général de codage de l'information par la phase de
I’oscillation théta. La précession de phase au niveau des cellules entorhinales de la grille
augmente sensiblement la quantité d’informations spatiales codée par la décharge de la cellule
et ainsi les multiples champs d’activité des cellules de la grille pourraient étre vus comme
autant d’éléments indépendants du codage spatial (Reifenstein et al. 2012).

Ainsi, la préférence de phase de décharges neuronales par rapport au théta augmente-t-elle
significativement la quantité d’informations codées par les potentiels d’action, notamment en
différenciant les décharges ayant lieu dans les champs d’activité de celles qui ont lieu en
dehors et en prédisant parmi les différentes alternatives, la trajectoire future de I’animal.
Globalement, la prise en compte de 1’activité théta permettrait donc un codage plus complet
de I'information neuronale que le seul patron de décharge (Molter et al. 2012).
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Modulation des dynamiques d’encodage et de rappel par la phase du théta.

La relation de phase entre les décharges neuronales et 1’oscillation théta (c’est-a-dire le
maintien d’une relation de phase constante entre la décharge d’un neurone et I’oscillation
théta locale) conditionnerait 1’efficacité de I’apprentissage. Ainsi, chez I’humain, la puissance
des oscillations théta en EEG est corrélée avec un encodage réussi de mots (Klimesch et al.
1996 ; Jacobs et al. 2009 ; Snider et al. 2013) et des enregistrements intracérébraux ont
montré que la force du rappel de I’information est prédite par la force de la relation de phase
des neurones au rythme théta durant ’apprentissage (Rutishauser et al. 2010). De plus, chez
I’Homme, la puissance des oscillations théta dans 1’hippocampe et le cortex
parahippocampique correle avec les performances d’apprentissage dans une tiche de
navigation dans un environnement virtuel (Cornwell et al. 2008). De la méme fagon, le théta
est corrélé avec la réussite de D’apprentissage chez le Rat (Winson 1978). Plus
particulicrement, la diminution du théta par inhibition du MSDB entraine un retard
d’apprentissage en navigation spatiale chez le Rat, un déficit réversé par la réinstauration
artificielle d’un rythme théta dans 1’hippocampe, démontrant ainsi expérimentalement le role
important du théta dans les phénoménes mnésiques et notamment dans la navigation spatiale
(McNaughton et al. 2006b). Or, des expériences menées au cours d’enregistrement sur le Rat
anesthésié a I’uréthane et le Rat libre de ces mouvements ont démontré que le phénomeéne de
potentialisation a long terme (LTP) dans le DG serait facilité lorsque les stimulations sont
induites a la fréquence théta (Greenstein et al. 1988, Orr et al. 2001). Plus précisément, la
phase a laquelle la stimulation a lieu détermine si cette stimulation induit de la LTP ou ne
modifie pas la force synaptique (Pavlides et al. 1988 ; Orr et al. 2001 ; Hyman et al. 2003 ;
Douchamps et al. 2013).

A partir de ces effets sur la LTP et en se focalisant sur la région CAl, le mod¢le proposé par
Hasselmo suggere que les différentes phases de 1’oscillation théta induisent 1’alternance entre
différents modes d’opération et notamment entre les dynamiques d’encodage et de rappel de
I’information (Figure 18 ; Hasselmo et al. 2002).

En effet, il apparait que les entrées entorhinales et les entrées en provenance de CA3 n’ont pas
lieu a la méme phase du théta local (Brankack et al. 1993). De plus, la LTP serait plus
facilement induite lorsque les entrées arrivent au pic du théta dans la couche dendritique
correspondante, tandis qu’une entrée ayant lieu aux alentours du creux du théta au niveau de
la dendrite correspondante induirait plutot une dépression a long terme de la force synaptique
(LTD, Orr et al. 2001 ; Hyman et al. 2003 ; Villarreal et al. 2007, Douchamps et al. 2013).
Ainsi, le pic de genése de LTP correspondrait au moment ou CA1 regoit le moins d’entrées en
provenance de CA3, mais ou les dendrites sont fortement dépolarisées par les entrées
entorhinales. Dans ce cas de figure, il apparait que la dépolarisation des dendrites est
suffisante pour induire une LTP, méme si le soma est fortement hyperpolarisé (Golding et al.
2002). Ainsi, les oscillations théta moduleraient les dynamiques d’encodage et de
récupération a 1’échelle de la centaine de millisecondes (soit la durée approximative d’un
cycle théta individuel).
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Figure 18 : Modulation des dynamiques d’encodage et de rappel par la phase du théta
(Repris d’Hasselmo et al. 2002)
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D’apres ce modele, ’encodage aurait plutot lieu durant les phases théta associées a de fortes entrées
entorhinales et a une induction facilitee de la LTP sur les connexions excitatrices en provenance de
CA3, bien que la transmission de CA3 soit faible a cette phase du théta (ce qui permettrait de prévenir
le risque d’interférences avec des informations déja apprises). Au contraire, la récupération de
l’information aurait préférentiellement lieu durant la phase ou les entrées entorhinales sont faibles et
les entrées en provenance de CA3 sont puissantes en association avec une LTD facilitée.

I11.1.2 Gamma

Les oscillations gamma (environ 25 a 140 Hz) ont lieu en rafale (bursf) au sein des cycles
théta chez le rongeur (Bragin et al. 1995, Colgin et al. 2009) comme chez I’humain (Canolty
et al. 2006). Le gamma permettrait notamment de séparer les décharges des différentes
assemblées cellulaires qui sont actives au sein du méme cycle théta (Jensen & Colgin 2007,
Senior et al. 2008). De maniére intéressante, chez I’Homme, la puissance des oscillations
gamma hippocampiques augmente avec la charge en mémoire de travail (Van Vugt et al.
2010), suggérant un role possible dans I’encodage et le rappel mnésique a court terme. Il a
ainsi été avancé que le nombre maximal d’oscillations gamma par cycle théta déterminerait la
capacité mnésique ce qui pourrait par exemple expliquer pourquoi les capacités mnésiques de
stockage a court terme sont souvent limitées a environ sept items (Lisman & Idiart 1995).

Genese.
Dans I’hippocampe, il existerait au moins deux types d’oscillations gamma : un gamma lent
généré par CA3 et un gamma rapide généré par le cortex entorhinal. En effet, dans CAl, on
observe durant le gamma lent principalement un couplage avec CA3, tandis que le gamma
rapide serait majoritairement associ¢ a un couplage fort entre CAl et le cortex entorhinal
(Colgin et al. 2009). D’autre part, dans le DG, 1’analyse des profils des sources de courants
dans le milieu extracellulaire (current source density, CSD) durant les activités gamma
montre un profil similaire a celui associ¢ aux stimulations des voie perforantes, tandis que
dans CA1 le profil serait plutét cohérant avec celui d’une stimulation des collatérales de
Schaffer (Bragin et al. 1995; Csicsvari et al. 2003). La genése de ces rythmes dans

67



CHAPITRE 2:
Activités oscillatoires

I’hippocampe dépendrait 1a encore étroitement des interneurones inhibiteurs, certains
entretenant une relation de phase entre leur comportement de décharge et le gamma (Buzsaki
et al. 1983 ; Penttonen et al. 1998 ; Tukker et al. 2007).

Organisation de [’information.
Un cycle gamma particulier s’accompagnerait de la décharge synchrone d’une sous-
population de neurones formant une assemblée cellulaire (Csicsvari et al. 2003, Senior et al.
2008 ; Colgin et al. 2009).

Ainsi, au niveau sensoriel, des enregistrements dans le cortex visuel primaire ont montré que
des neurones de différentes colonnes répondant au méme stimulus (une barre lumineuse)
déchargent a la méme fréquence gamma (Gray et al. 1989). De plus, les oscillations gamma
seraient également importantes pour la sélection des stimuli devant étre traités dans les aires
d’ordre supérieur (Fries et al. 2001). Ainsi, le gamma permettrait la sélection des stimuli les
plus pertinents et, par la-méme, faciliterait le filtrage du bruit causé par les stimuli non-
pertinents. Dans I’hippocampe, les oscillations gamma permettraient 1’organisation
séquentielle des décharges des différentes assemblées cellulaires au sein méme d’un cycle
théta (Jensen & Colgin 2007, Senior et al. 2008). Cette activation séquentielle au rythme
gamma coderait pour une version compactée de 1’information spatiale (Skaggs et al. 1996) et
celle-ci est souvent prédictive du comportement a venir de ’animal (Battaglia et al. 2004).
Ainsi, dans les taches d’alternance en labyrinthe en T, les différentes représentations des
cellules de lieu dans CA3 correspondant aux futures trajectoires possibles s’activeraient
séquentiellement en association avec les oscillations gamma, ce qui serait particulierement
utile pour la sélection de la trajectoire a venir (Johnson & Redish 2007).

Les oscillations gamma synchronisées entre deux populations de neurones faciliteraient la
transmission de I’information entre ces deux populations, puisque les phases d’excitabilité
fluctuantes de ces neurones coincideraient (Fries 2005 ; Woernelsdorf et al. 2006). Ainsi, dans
CAl, les courants excitateurs liés aux entrées de CA3 et aux entrées entorhinales arrivent a
différentes phases du théta (Brankack et al. 1993, Hasselmo et al. 1995, Kamondi et al. 1998),
ce qui préviendrait le risque d’interférence entre les représentations en mémoire (CA3) et
I’encodage de nouvelles associations (Hasselmo et al. 1995). De plus, les entrées de CA3 et
les entrées de I’entorhinal seraient associées a deux types d’oscillations gamma,
respectivement une oscillation gamma lente et une oscillation gamma rapide (Figure 19,
Colgin et al. 2009).
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Figure 19 : Représentation des rythmes gamma liés a CA3 et ceux liés a ['entorhinal
(D’apres Colgin et al. 2009).
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La figure représente une trace LFP enregistrée au niveau de la couche pyramidale de CAl, montrant
les différentes phases du théta associées aux oscillations gamma lentes (projections de CA3) et aux
oscillations gamma rapides (cortex entorhinal médian ou MEC).

Au-dela des circuits intrinséques a 1’hippocampe, les oscillations gamma faciliteraient
¢galement la communication entre I’hippocampe et le striatum (Tort et al. 2008) ainsi
qu’entre 1I’hippocampe et le cortex préfrontal (Sirota et al. 2008).

Oscillations gamma et mémoire.

Les oscillations gamma faciliteraient les processus d’encodage. En effet, chez I’Homme, la
puissance du gamma enregistré dans 1’hippocampe durant 1’apprentissage de mots prédit la
qualité du rappel a venir (Fell et al. 2001 ; Sederberg et al. 2007). De méme maniére, chez le
primate non-humain, la cohérence des décharges des neurones hippocampiques avec le
gamma est associée a un encodage réussi (Jutras et al. 2009). En prenant I’exemple de 1’aire
CAl, I’encodage coinciderait avec 1’activité gamma rapide associée aux entrées entorhinales
Or, Pactivation séquentielle des neurones de CAl a 10-15ms d’intervalle (cycles gamma
rapides successifs) faciliterait la mise en place des phénomenes de plasticité¢ dépendant de la
synchronisation des décharges pré- et post-synaptiques (spike-timming dependant plasticity ;
Bi & Poo 1998).

Les oscillations gamma faciliteraient é¢galement les processus de rappel. En effet, durant des
taches d’alternance chez le Rat, on peut observer une augmentation de la cohérence gamma
entre CA3 et CAl lorsque I’animal est au point de choix ou il doit se rappeler de la trajectoire
précédente pour obtenir sa récompense (Montgomery & Buzsaki 2007). Or, les connections
entre CA3 et CAl seraient particulicrement critiques pour le rappel de I’information
(Steffenach et al. 2002 ; Fyhn et al. 2004 ; Nakashiba et al. 2008), d’autant plus que le rythme
gamma lent associ¢ aux projections de CA3 induit des activations séquentielles des cellules
pyramidales de CA1 espacées de plus de 20ms, ce qui représente un intervalle inefficace pour
induire des changements synaptiques durables et robustes (Bi & Poo 1998).

I11.1.3 couplage entre phase du rythme théta et amplitude du rythme
gamma

Généralement, les oscillations théta et gamma ont lieu de maniére synchronisée et I’amplitude
de I’oscillation gamma est modulée par la phase de 1’oscillation théta (Figure 20a). Ce type de
couplage phase-amplitude existe entre plusieurs bandes de fréquences, mais le couplage le
plus couramment décrit est le couplage entre la phase du théta et ’amplitude du gamma
(Canolty et al. 2010). Quoi qu’il en soit, ce type de couplage a été décrit au cours de diverses
taches dans les régions corticales et sous-corticales du rongeur (Bragin et al. 1995 ; Tort et al.
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2008 ; 2009), chez le primate non-humain (Lakatos et al. 2005) ainsi que chez ’'Homme
(Bruns & Eckorn 2004 ; Voytek et al. 2010). En fait, la phase de I’oscillation théta traduirait
le niveau d’excitabilité¢ neuronale local tandis que les variations rapides de la puissance de
I’oscillation gamma refléteraient les augmentations rythmiques de 1’activité synaptique (revue
dans Canolty et al. 2010), chaque cycle gamma correspondant ainsi potentiellement a 1’arrivée
synchrone des entrées en provenance d’une assemblée neuronale particuliére (Figure 20).

Ce couplage phase-amplitude entre le théta et le gamma serait impliqué dans la coordination
de la communication entre des régions cérébrales distribuées ainsi que dans les opérations
sensorielles et mnésiques (revu dans Lisman & Jensen 2013). En effet, comme wvu
précédemment, la phase du rythme théta et du rythme gamma représenterait un code
permettant la représentation ordonnée de multiples items (Figure 20B), les assemblées
cellulaires déchargeant durant des phases préférentielles de 1’oscillation gamma (Skaggs et al.
1996 ; Dragoi & Buzsaki 2006 ; Senior et al. 2008 ; Gupta et al. 2012).

Figure 20 : Couplage entre la phase du théta et ['amplitude du gamma.
(d’apres Scheffziik et al. 2011 et Lisman & Jensen 2013)
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La phase de [’oscillation théta (ou de ['oscillation la plus lente) module I’amplitude de [’oscillation
gamma plus rapide (A). Or, chaque cycle gamma contenu dans un cycle théta correspondrait a
Iactivation spécifique d 'une assemblée neuronale particuliere (B).

De plus, le couplage entre théta et gamma serait fonctionnellement important pour les
processus d’apprentissage. En effet, dans une tache d’association entre le contexte spatial et la
localisation d’une récompense, le couplage phase/amplitude entre théta et gamma dans CA3
augmente parallélement avec 1’augmentation des performances et la valeur de ce couplage est
prédictive de la probabilité de choix correct (Tort et al. 2009). Ainsi, le couplage entre la
phase du théta et I’amplitude du gamma faciliterait le rappel réussi de I’information spatiale
(Shirvalkar et al. 2010). Chez I’humain aussi, I’augmentation du couplage entre le théta
frontal et le rythme gamma postérieur en EEG est associée a I’encodage réussi en mémoire a
long terme (Friese et al. 2012).

Le couplage phase/amplitude jouerait également un role dans le cadre de la mémoire de
travail (revue dans Roux et al. 2013). En effet, les phases de délai dans les taches de mémoire
de travail sont souvent associées a une augmentation du couplage entre théta et gamma, ce qui
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serait associé avec la maintenance de la trace mnésique en mémoire de travail (Axmacher et
al. 2010). De plus, il y aurait un lien paramétrique entre le nombre d’items a mémoriser en
mémoire de travail et I’amplitude de ce gamma associ¢ a la période de maintenance, cette
derniere étant en plus corrélée aux performances de rappel (Roux et al. 2013). Chez I’ Homme,
I’activité gamma liée a la mémoire de travail est notamment générée dans le cortex préfrontal
et le cortex pariétal, des régions classiquement associées au réseau de la mémoire de travail.
Ainsi, chez I’'Homme, il y aurait deux codes phase/amplitudes dédi€s a 1’organisation
séquentielle et hiérarchique des représentations des différents items : un code théta-gamma
relativement général et polymodal et un code alpha-gamma lorsqu’il s’agit de
I’ordonnancement d’items visuels discrets (Roux et al. 2013).

II1.2 Oscillations et communication entre régions cérébrales.

Les oscillations enregistrées localement dans des régions interconnectées peuvent Etre
synchronisées entre elles, c’est-a-dire entretenir une relation de phase (Figure 21). Or, la
synchronisation des activités oscillatoires entre différentes régions cérébrales (couplage inter-
régional) faciliterait la communication entre ces régions.

Figure 21 : Relations de phase entre régions.
(D’apres Fell & Axmacher 2011).
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La figure représente les oscillations enregistrées dans une région A en orange et dans une
région B en bleu.

Couplage inter-régional et mémoire.

Il y aurait un lien entre le couplage au rythme théta entre différentes régions et les
performances comportementales. En effet, le couplage au théta entre 1’hippocampe et le
cortex préfrontal médian serait notamment augmenté durant les choix corrects en mémoire de
travail dans les taches d’alternance spatiale (Jones & Wilson 2005 ; Benchenane et al. 2010).
Plus particuliérement, il y aurait un couplage entre les décharges des neurones du préfrontal
médian, le gamma dans cette structure et le théta hippocampique (Jones & Wilson 2005 ;
Sirota et al. 2008 ; Hyman et al. 2010). Ce type de couplage entre I’hippocampe et le
préfrontal médian se retrouverait également durant les apprentissages réussis en localisation
spatiale d’objets (Kim et al. 2011). La signification de ce couplage durant les taches de
mémoire spatiale pouvant notamment traduire la focalisation de [D’attention sur la
représentation requise pour résoudre la tiche, la perte du couplage au début des essais ratés
traduisant alors un déplacement de I’attention hors des représentations liées a la tache (Hyman
et al. 2011).
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Figure 22 : Mécanismes hypothétiques reliant synchronisation inter-régionale et mémoire.
(Adapté d’apres Fell & Axmacher 2011)
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La figure représente les roles potentiels de la synchronisation de phase dans les traitements
neuronaux. Les courbes bleues représentent les oscillations des assemblées neuronales dans deux
régions cerébrales, les fleches représentant le transfert inter-régional de [’information.

A/ la synchronisation de phase des décharges des assemblées neuronales dans deux régions projetant
sur une cible commune (cadre noir sur le premier cycle oscillatoire) permettrait I’arrivée coincidente
de leurs entrées synaptiques dans la région cible. Ces entrées coordonnées induiraient ainsi plus
facilement la décharge des neurones cibles.

B/ La synchronisation des phases entre de multiples régions cérébrales permettrait un transfert
efficace de l'information (fleches) durant la période d’excitabilité optimale (indiquée sur le premier
cycle oscillatoire par le cadre noir).

C/ La synchronisation précise des potentiels d’action produite par la synchronisation de phase entre
deux régions faciliterait ['induction de la plasticité synaptique dépendant du timing des décharges
pré- et post-synaptiques (spike timing dependent plasticity), ce qui faciliterait d’autant plus la
communication entre ces regions (fleches noires plus épaisses).

D/ Fonctions potentielles de la synchronisation de phase au théta entre deux régions : la direction des
changements plastiques des poids synaptiques entre deux régions serait influencée par la phase du
théta dans la région 2 dans laquelle [’entrée synaptique a lieu. LTD, dépression a long terme ; LTP,
potentialisation a long terme.

En fonction des taches, le couplage inter-régional li¢é aux performances impliquerait
différentes régions comme le striatum et I’hippocampe dans des taches indicées (DeCoteau et
al. 2007), P’amygdale et I’hippocampe dans le cadre de conditionnement de peur
(Seidenbecher et al. 2003) ou encore le bulbe olfactif et I’hippocampe dans le cadre d’une
discrimination d’odeur (Kay 2005). Ce couplage augmente parallélement aux performances
au cours de I’apprentissage (Benchenane et al. 2010) et son absence n’est associée qu’aux
essais ratés (Hyman et al. 2010). Ainsi, on peut observer un pic de cohérence gamma entre le
LEC et la partie distale de CA1 durant 1’analyse de I’indice olfactif permettant de déterminer
I’emplacement spatial d’une récompense et cette cohérence augmenterait progressivement
avec l’acquisition de cette tadche d’association odeur/position, ce qui traduirait une
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synchronisation de plus en plus efficace des neurones faisant partie des circuits impliqués
dans la mémoire associative spatiale (Igarashi et al. 2014).

Comment le couplage inter-régional influence-t-il ['apprentissage et la mémoire ?

Ce controle fin de I’activité du réseau durant le comportement serait notamment permis par
les différents types d’interneurones inhibiteurs ciblant spécifiquement différents domaines
subcellulaires (Lapray et al. 2012). La synchronisation théta entre régions faciliterait le
transfert de I’information et assurerait que les neurones ciblés soient bien dans une phase
d’excitabilité adaptée au moment ou les entrées surviennent (Figure 22 ; Fell & Axmacher
2011).

Si le couplage entre régions s’observe a différentes fréquences, 1’échelle temporelle
relativement basse du théta serait particulierement adaptée a la coordination multisynaptique
et multirégionale notamment entre régions ¢loignées (Colgin 2013).
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IV. Modulation cholinergique du fonctionnement de la formation
hippocampique.

IV.1. Anatomie et fonction du septum médian et de la bande diagonale de
Broca (MSDB).

La formation hippocampique recoit de nombreuses entrées sous-corticales et notamment des
projections venant du complexe regroupant le septum médian et les bras verticaux et
horizontaux de la bande diagonale de Broca (MSDB). Ces projections sont de nature
cholinergique, GABAergique et glutamatergique, et en retour la formation hippocampique
envoie des projections vers le MSDB (Toth et al.. 1993 ; Manseau et al. 2008). Il faut
¢galement noter que certains neurones cholinergiques du MSDB pourraient également co-
synthétiser du glutamate (Manns et al. 2001 ; Gritti et al. 2006). Au cours de cette these, je me
suis particulierement intéressé aux projections cholinergiques du MSDB, celles-ci étant
impliquées dans les DTA (Bartus et al. 1982 ; Raedler et al. 2007 ; Schliebs & Arendt 2011).

Les projections cholinergiques du MSDB vers 1’hippocampe influenceraient la cognition, et
notamment la mémoire, via la modulation de I’excitabilit¢ neuronale, de la plasticité
synaptique et en favorisant les entrées extrinséques par rapport aux circuits intrinseques
(revue dans Teles-Grilo Ruivo & Mellor 2013). Le bilan global de ces actions faciliterait
notamment l’encodage au détriment du rappel de I’information (Hasselmo 2006). Cette
implication spécifique de 1’acétylcholine dans I’encodage semble confirmée par le fait qu'une
exposition a un environnement inconnu (Giovannini et al. 2001) ou encore un apprentissage
spatial (Toumane et al. 1988 ; Fadda et al. 2000) entraine une forte augmentation des niveaux
d’acétylcholine dans I’hippocampe. Cependant, le motif de décharge des neurones
cholinergiques durant I’encodage reste inconnu.

Un des obstacles majeurs a la compréhension du réle des projections cholinergiques sur la
formation hippocampique est que la nature méme de la transmission cholinergique est encore
mal comprise. Anatomiquement, les terminaisons cholinergiques dans la formation
hippocampique, comme dans le reste du systeme nerveux central, sont plutot diffuses et
rarement associées a un ¢lément post-synaptique clairement défini (Vizi et al 1998 ; Zoli et al.
1999). Ces données anatomiques suggerent un mode de transmission volumique lent ayant des
effets de longue durée plutdt qu’une transmission synaptique discréte d’un point de vue
spatial et temporel (Vizi et al 1998 ; Zoli et al. 1999). Cependant, de récentes études
ampérométriques au niveau du cortex ont montré que la transmission cholinergique pouvait
étre finement régulée temporellement pour étre directement corrélée a la détection ou non de
stimuli discrets notamment via la modulation des processus attentionnels, suggérant ainsi la
possibilit¢é d’une transmission cholinergique phasique, au moins au niveau du cortex
préfrontal (Parikh et al. 2007; Sarter et al. 2009 ; Howe et al. 2013Db).

Au niveau de I’hippocampe, le profil de libération d’acétylcholine est mal connu (les études
¢tant limitées a des dosages de ’acétylcholine par microdialyse suivie de chromatographie
liquide a haute pression n’ayant qu’une résolution temporelle de 1’ordre de plusieurs minutes).
Ainsi, il n’est pas possible a I’heure actuelle d’attribuer un role précis a la transmission
cholinergique sur les processus dépendants de la formation hippocampique.
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IV.1.1. Organisation des projections cholinergiques vers la formation
hippocampique.

L’innervation cholinergique de I’hippocampe proviendrait largement des voies septo-
hippocampiques en provenance du MSDB (Lewis & Shute 1967 ; Dutar et al. 1995). Or, ces
voies sont organisées topographiquement, les subdivisions dorso-ventrales présentes dans la
formation hippocampique ayant leur pendant au niveau des afférences en provenance du
MSDB. En effet, les neurones cholinergiques du bras vertical de la bande diagonale de Broca
(VDB) innerveraient principalement [1’hippocampe dorsal tandis que les neurones
cholinergiques du septum médian (MS) projetteraient préférentiellement sur I"’hippocampe
ventral (Amaral & Kurz 1985, Gaykema et al. 1990, Nyakas et al. 1987). Les neurones du
bras horizontal de la bande de Broca innervent notamment les noyaux olfactifs, le LEC, le
cortex mésolimbique médian, le lobe occipital et le bulbe olfactif, tandis que le septum
médian innerverait notamment le MEC en plus de I’hippocampe ventral (Gaykema et al.
1990).

L’innervation cholinergique de 1’hippocampe ciblerait a la fois les neurones principaux et les
interneurones GABAergiques, que ce soit dans la corne d’Ammon ou dans le DG (Frotscher
& Leranth 1985 ; Nyakas et al. 1987). De leur c6té, les neurones de projection GABAergiques
du MSDB cibleraient principalement les interneurones GABAergiques de [’hippocampe
(Freund & Antal 1988 ; Papp et al. 1999) et les neurones de projection glutamatergiques
projetteraient en partie sur les neurones pyramidaux de la corne d’Ammon (Manseau et al.
2008). Les projections allant de I’hippocampe vers le MSDB seraient des projections directes
des cellules pyramidales de CA3 (Gaykema et al. 1991), des projections indirectes des
cellules pyramidales de CA1 et des projections directes des interneurones GABAergiques de
CAl. Cette organisation anatomique réciproque formerait ainsi une boucle fonctionnelle
reliant MSDB et hippocampe.

IV.1.2. Récepteurs cholinergiques dans la formation hippocampique.

Dans la formation hippocampique, I’acétylcholine agit sur des récepteurs métabotropiques a
sept domaines transmembranaires muscariniques (mAChRs) et des récepteurs ionotropiques
pentaméries nicotiniques (nAChRs). Il existe cinq sous-types de mAChRs : M1, M3 et M5
qui sont couplés a la phospholipase C ainsi que M2 et M4 qui sont couplés négativement a
I’adénylate cyclase. Les nAChRs sont, quant a eux, constitués de pentameres d’unité o (a2-
a10) et B (B2- p4) formant des canaux cationiques perméables aux ions Na®, K et Ca*". Ces
récepteurs sont différentiellement exprimés a travers [’hippocampe ou ils rempliraient
différentes fonctions (Tableaux 6 et 7).
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Tableau 6 : Répartition des différents mAChRs dans [’hippocampe
(d’apres Teles-Grilo Ruivo & Mellor 2013).

Sous-type Distribution

Neurones excitateurs (soma, dendrites et épines)
M1 Neurones du Hile
Interneurones Parvalbumine et CCK de CA1
Terminaisons présynaptiques des entrées cholinergiques et non-cholinergiques en provenance du
M2 MSDB
Terminaisons présynaptiques des interneurones parvalbumine dans CA3 et CA1
Neurones excitateurs (Soma et dendrites)
Interneurones Parvalbumine et CCK de CA1
Inter-neurones (Soma)
M4 Terminaisons présynaptiques des collatérales de Schaffer
Terminaisons présynaptiques des entrées non-cholinergiques en provenance du MSDB

M3

Tableau 7 : Répartition des difféerents nAChRs dans [’hippocampe
(d’apres Teles-Grilo Ruivo & Mellor 2013).

Sous-type Distribution
o7 Synapses glutamatergiques et GABAergiques (pré- et post-synaptiques)
Synapses cholinergiques (post-synaptiques)
odp2 Neurones excitateurs (Soma)

Terminaisons GABAergiques
o3p4 Terminaisons glutamatergiques et GABAergiques (pré-synaptiques)

L’activation des nAChRs induit une entrée de Ca®", ce qui dépolarise rapidement la
membrane (les a7 sont les nAChRs les plus perméables au Ca™"). En présynaptique, I’influx
de Ca®' facilite la libération de neurotransmetteur, tandis qu’au niveau post-synaptique, cet
influx induirait une réponse excitatrice rapide. Ce type de dépolarisation rapide des
membranes active diverses cascades de signalisation (canaux calciques voltage-dépendant,
AMPc, libération du calcium des stocks intracellulaires, activation des conductances
chloriques contrecarrant la dépolarisation). L’expression différentielle des nAChRs ainsi que
leurs effets excitateurs puis inhibiteurs permettraient aux nAChRs de moduler
différentiellement 1’excitabilité neuronale en fonction du type cellulaire ainsi que de la force
et du timing de I’entrée cholinergique.

Les mAChRs sont couplés aux protéines Ggi1 (M1 et M3) ou Gi, (M2 et M4). Ainsi
I’activation des mAChRs induit-elle des réponses lentes. Les mAChRs présynaptiques
couplés a Gy, inhibent la libération de glutamate, GABA et acétylcholine (inhibition des
canaux calciques voltage-dépendants et de la signalisation AMPc). A I’inverse, la
signalisation post-synaptique via Gq/11 potentialise les courants NMDA, module les courants
calciques voltage-dépendants et potentialise la phospholipase C, 1’inositol triphosphate et les
concentrations calciques intracellulaires. De plus, les mAChRs couplés a Gy inhibent les
courants responsables de I’hyperpolarisation, facilitant ainsi la dépolarisation.

De manicre intéressante, les nAChRs et mAChRs sont également présents sur les astrocytes
ou ils induisent 1’augmentation des concentrations intracellulaire de Ca®" et la libération de
transmetteurs capables de moduler transmission synaptique et plasticité (Sharma &
Vijayaraghavan 2001 ; Takata et al. 2011). Cette grande variété de sous-types de récepteurs et
de localisation pré- et post-synaptique sur les neurones a la fois excitateurs et inhibiteurs
permettrait au systéme cholinergique de moduler les activités cellulaires, synaptiques et de
réseau dans I’hippocampe. L’intégration des contributions des nAChRs rapides et des
mAChRs lents, permettrait également a 1’acétylcholine d’influencer les propriétés
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dynamiques des réseaux hippocampiques a de multiples échelles temporelles et modulerait
notamment la plasticité synaptique et les activités oscillatoires.

IV.1.3. Systéme cholinergique septo-hippocampique et mémaoire.

Recrutement du systeme cholinergique septo-hippocampique.
Le systéme cholinergique septo-hippocampique parait étre recruté par des situations
nouvelles, notamment durant I’exploration d’environnements nouveaux (Giovaninni et al.
2001), ce qui impliquerait un réle dans la modulation des processus d’encodage de nouvelles
informations.

En effet, les niveaux d’acétylcholine hippocampiques augmentent durant 1’apprentissage de
taches spatiales (Chang & Gold 2003), notamment quand les animaux utilisent des stratégies
spatiales pour résoudre la tache (MclIntyre et al. 2003). Ainsi, il a été montré chez la Souris en
labyrinthe radial que les tiches de mémoire spatiale de référence et de travail sont associées a
une augmentation transitoire du tonus cholinergique hippocampique durant le comportement
(Marighetto et al. 1993). Ces augmentations transitoires des niveaux d’acétylcholine
hippocampiques seraient de plus en plus importantes au fur et a mesure des jours
d’apprentissage en corrélation avec les performances (Fadda et al. 2000). Ces augmentations
du tonus cholinergique en lien avec I’exploration d’un environnement ne serait pas limitée a
I’hippocampe, mais concernerait également d’autres structures impliquées dans la mémoire
spatiale comme le cortex rétrosplénial (Anzalone et al. 2009). Au contraire, les phases de
consolidation post-entralnement étant plutét associées a des diminutions du niveau
d’acétylcholine (Marighetto et al. 1993). Cependant, cet effet pourrait étre différentiel en
fonction de la structure ciblée par les afférences cholinergiques, I’augmentation du tonus
cholinergique associ¢e a I’exploration spatiale dans le cortex rétrosplénial étant plus longue,
elle pourrait étre associée également a la consolidation précoce de I’information dans cette
structure (Anzalone et al. 2009).

Ainsi, il parait tentant d’associer innervation cholinergique de la formation hippocampique et
encodage de I’information. Cependant, les niveaux d’acétylcholine dans 1’hippocampe et leurs
fluctuations a 1’échelle temporelle du comportement restent mal connus, tout comme les
concentrations d’acétylcholine nécessaires a I’activation des différents récepteurs
cholinergiques.

Pharmacologie.
Les manipulations pharmacologiques des récepteurs cholinergiques semblent confirmer une
implication préférentielle de I’innervation cholinergique dans 1’apprentissage, mais le sous-
type de récepteur impliqué et les zones du cerveau responsables des effets mesurés sont mal
connues. En effet, la plupart des études consistent a injecter systémiquement des agonistes ou
antagonistes cholinergiques ce qui n’impliquerait pas uniquement 1’innervation cholinergique
hippocampique.

Globalement, les antagonistes muscarinique et nicotinique induisent des déficits
d’apprentissage spatiaux, tandis que les agonistes induisent plutdt une facilitation, notamment
quand D’intégrité du systéme cholinergique est compromise comme durant le vieillissement
(Deiana et al. 2011). Cependant, I’inhibition directe des neurones du MSDB entrainerait des
déficits de mémoire spatiale de travail associés a une diminution de la libération
d’acétylcholine dans I’hippocampe (Marighetto et al. 1989 ; Herzog et al. 2000).
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Etudes lésionnelles.
Les approches lésionnelles ne confirment pas clairement 1’existence d’un role capital de
I’innervation cholinergique hippocampique dans 1’apprentissage. En effet, les résultats
obtenus sont plutdt variables.

Généralement, les 1ésions du MSDB qui ne sont pas sélectives des neurones cholinergiques
induisent bien des déficits marqués en mémoire spatiale (Hagan et al. 1988 ; Mizumori et al.
1990). Cependant, ces déficits peuvent également provenir de la perte des neurones
GABAergiques et glutamatergiques. Les études menées par des approches sélectives sont
plutdt associées a des déficits légers d’apprentissage spatial malgré la perte massive
d’innervation cholinergique de I’hippocampe (Berger-Sweeney et al. 1994 : Baxter &
Gallager 1996 ; Dornan et al. 1997), bien que certaines études montrent des déficits plus
marqués (Aztiria et al. 2007 ; 2009). Cependant, les approches lésionnelles spécifiques
induisant des déficits majeurs pourraient étre liées aux pertes d’autres neurones, notamment
dans le cervelet (Waite et al. 1995 ; 1999).

Ainsi 'implication des neurones cholinergiques septo-hippocampiques dans la cognition
spatiale reste discutée et semble relativement discréte dans des taches spatiales classiques
(piscine de Morris, labyrinthe de Barnes, etc...). Cependant, I’implication de ce systéme
cholinergique septo-hippocampique pourrait étre plus sélective, et influencer spécifiquement
certains processus neurobiologiques qui sous-tendent la mémoire spatiale. Par exemple, la
Iésion sélective des neurones cholinergiques induit des déficits marqués de sélectivité dans la
mise en place d’une nouvelle représentation spatiale durant I’exposition a un environnement
nouveau (Ikonen et al. 2002).

IV.2. Modulation de la formation hippocampique

L’activation des nAChRs hippocampiques induirait préférentiellement 1’activation des
interneurones GABAergiques innervant les dendrites plutét que celle des interneurones
responsables de ’inhibition périsomatique et des cellules principales (revue Cobb & Davies
2004). Ainsi, dans le DG, I’effet net de I’activation nicotinique des interneurones et cellules
moussues induit une inhibition des cellules granulaires (Frazier et al. 2003), tandis que
I’activation muscarinique dans le DG serait principalement associée a une activation des
cellules moussues et a une dépression de la transmission GABAergique (Hofmann et al.
2010). Dans CAl, D’activation des mAChRs augmenterait les décharges et les oscillations
membranaires spontanées des interneurones CCK sur la bande delta/théta (1-7Hz), des effets
qui dépendraient notamment des M3 (Cea-del Rio et al. 2011). De plus, la signalisation
synergique entre les mGluRs I (récepteur métabotropique au glutamate) et les mAChRs
augmenterait les niveaux d’excitabilit¢ des neurones pyramidaux de CA1 (Park et al. 2012).
Enfin, dans le cortex entorhinal, 1’acétylcholine induirait 1’¢largissement des champs
récepteurs et augmenterait leurs espacements (Heys et al. 2012). De plus, 1’activation des
mAChRs faciliterait, dans certains neurones, des comportements de décharge persistants qui
pourraient supporter la mémoire de travail (Heys et al. 2012). Un mécanisme complémentaire
facilitant ’encodage de I’information pourrait étre le renforcement des comportements de
décharge persistant dans les neurones entorhinaux, périrhinaux et préfrontaux (Klink &
Alonso 1997).
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IV.2.1. Routage de ’information et shift encodage/récupération

Dans les circuits hippocampiques, 1’encodage de I’information serait associ¢é a une
modulation positive du poids d’afférences extrinséques et & une réduction du poids des
réseaux intrinséques (réduction de [Dinterférence) malgré 1’induction de la plasticité
synaptique dans ces derniers (pour revue, voir Stella & Treves 2011). Si on a vu plus haut que
la phase de 1’oscillation théta pouvait réguler les dynamiques de réseaux dans une alternance
de phase d’encodage et de rappel a 1’échelle de la centaine de millisecondes, la modulation
cholinergique de I’hippocampe pourrait également la tourner durablement (de 1’ordre de la
minute) vers ’encodage (Stella & Treves 2011).

En effet, I’acétylcholine inhiberait sélectivement les circuits intra-hippocampiques ce qui
favoriserait les circuits d’entrée. Au niveau de CAIl, D’acétylcholine inhibe ainsi plus
fortement les entrées en provenance de CA3 que celles venant de 1’entorhinal (Hasselmo et al.
1994), sauf quand elles sont précédées de 25 a 75 millisecondes par une entrée entorhinale, ce
qui suggere que l’acétylcholine n’inhibe pas 1’activité des collatérales de Schaffer quand
celle-ci coincide avec 1’activité entorhinale (McQuiston 2010). L’acétylcholine supprimerait
¢galement les projections entre CAl et le subiculum (Kunitake et al. 2004). On observe
généralement le méme type d’effet dans CA3, ou I’acétylcholine induirait une inhibition
sélective des collatérales récurrente (Hasselmo et al. 1995), ce qui réduirait I’influence des
représentations déja stockées et faciliterait I’encodage de I’information entrante (Kremin et al.
2007). Cependant, il faut noter que I’acétylcholine inhiberait les entrées des voies perforantes
médianes dans le DG (Kahle & Cotman 1989 ; Foster & Deadwyler 1992). Ces effets
inhibiteurs de 1’acétylcholine seraient essentiellement médiés par les récepteurs muscariniques
(Kunitake et al. 2004), ceux-ci déprimant 1’activité des canaux calciques voltage-dépendants
présynaptiques (Qian & Saggau 1997).

A partir de ces arguments, Hasselmo (2006) a proposé une théorie selon laquelle
I’acétylcholine faciliterait I’encodage dans 1’hippocampe via le renforcement du poids des
entrées, la promotion de la LTP et le renforcement de la puissance du théta. Ainsi, les
influences de la phase théta (a 1’échelle de la centaine de milliseconde) et de 1’acétylcholine (a
I’échelle de la minute) devraient interagir pour diriger la computation hippocampique vers
I’encodage plutét que vers un rappel. Or, les prédictions de cette théorie viennent d’étre
confirmées expérimentalement (Douchamps et al. 2013). En effet, d’aprées la théorie, lorsque
I’hippocampe fonctionne selon un mode de rappel, les neurones principaux devraient
décharger dans la phase ascendante du théta local, tandis que lorsque 1’hippocampe encode de
nouvelles informations, ces neurones devraient décharger plus tard dans le cycle théta (figure
23). De plus, si I’acétylcholine favorise un fonctionnement pro-encodage de I’hippocampe, le
blocage du systéme cholinergique devrait induire un shift des décharges neuronales vers une
phase plus précoce du cycle théta local.
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Figure 23 : Prédictions de la théorie d ' Hasselmo gquant a la phase de déecharge des neurones
hippocampiques en fonction des phases d’encodage et de rappel et du tonus cholinergique.
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Les résultats obtenus par Douchamps et collaborateurs (2013) confirment ces prédictions,
démontrant 1’implication de la modulation cholinergique dans le décalage de la phase
préférentielle de décharge des neurones hippocampiques durant 1’encodage des
caractéristiques d’un environnement nouveau.

1V.2.2. Plasticité synaptique

En plus de favoriser sélectivement les entrées extrinséques par rapport au réseau intra-
hippocampique, I’acétylcholine modulerait é¢galement les phénoménes de plasticité synaptique
afin de faciliter I’encodage de nouvelles représentations. Les mécanismes impliqués ainsi que
la direction des changements plastiques dépendrait de la concentration d’acétylcholine, de son
timing de libération et de la séquence temporelle d’activation des nAChRs et des mAChRs en
fonction de I’activité neuronale en cours (Gu et al. 2011 ; 2012).

Dans le DG, il a été proposé que I’acétylcholine facilite la mise en place de la LTP au niveau
des voies perforantes sur les cellules granulaires adultes, mais I’inhiberait sur les neurones
néoformés (Zhang et al. 2010a), mais la contribution des différents récépteurs n’est pas claire
(Walsby et al. 2006 ; Wang et al. 2006 ; Bergado et al. 2007). Dans la corne d’Ammon,
I’acétylcholine faciliterait la LTP dans les projections récurrentes et les collatérales de
Schaffer, mais elle I’inhiberait dans les fibres moussues en provenance du DG (Zheng et al.
2012 ; Sugisaki et al. 2011).

Cependant, physiologiquement, le type de plasticité synaptique mis en place dépendrait
étroitement du timing entre D’arrivée des signaux afférents et la décharge post-synaptique
(spike-timing-dependent plasticity). Or, il apparait que les effets de 1’acétylcholine sur la
plasticité synaptique au niveau des collatérales de Schaffer dépendent étroitement du délai
séparant les entrées glutamatergiques et cholinergiques. En effet, si I’activation cholinergique
précéde de 100ms les entrées glutamatergiques, elle favorise la LTP via les a7-nAChRs ; si
elle ne précéde le glutamate que de 10 ms on observera plutét une STD (short term
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depression) dépendant des a7-nAChRs ; enfin, si ’acétylcholine arrive 10 ms apres les
entrées excitatrices, on observera une LTP muscarinique (Gu et al. 2011).

Cependant, il faut noter que la plupart des études ont eu recourt & des agonistes ou
antagonistes exogenes, ce qui fait qu’on ignore encore largement I’effet d’une libération
endogéne d’acétylcholine sur la plasticité synaptique hippocampique. De plus, comme le
comportement de décharge des neurones cholinergiques est inconnu, 1I’impact réel de ses
neurones sur la modulation de la plasticité hippocampique reste énigmatique.

IV.2.3. Oscillations

Les neurones de projection GABAergiques du MSDB sont importants dans I’entrainement du
théta hippocampique (Hangya et al. 2009). En effet, contrairement aux neurones
cholinergiques, ils ont une activité de décharge en rafale au théta finement corrélée au rythme
théta hippocampique (Simon et al. 2006) et ils sont directement contactés par les neurones de
projection GABAergiques de CA1 déchargeant eux aussi au théta (Manseau et al. 2008).
Cependant, il apparait que les neurones cholinergiques puissent indirectement favoriser les
oscillations théta dans I’hippocampe. En effet, les Iésions sélectives des neurones
cholinergiques du MSDB entrainent une diminution drastique de 1’amplitude du théta
hippocampique sans pour autant le faire disparaitre (Lee et al. 1994 ; Bassan et al. 1995).
Ainsi, 'innervation cholinergique jouerait un réle dans la modulation de I’amplitude du théta
hippocampique (Lee et al. 1994 ; Apartis et al. 1998). De plus, I’activation optogénétique des
neurones cholinergiques induit une activité de décharge en rafale rythmique dans certains
interneurones hippocampiques CCK (Nagode et al. 2011). Ceci pourrait expliquer pourquoi la
libération d’acétylcholine dans 1’hippocampe est corrélée positivement a la puissance du théta
hippocampique, 1’acétylcholine influencant les mécanismes impliqués dans la modulation de
I’amplitude et de la fréquence du théta dans I’hippocampe (Keita et al. 2000). Enfin,
I’acétylcholine hippocampique pourrait également jouer un rdle dans la synchronisation du
théta et du gamma. En effet, sur tranches d’hippocampe, des oscillations gamma peuvent étre
induites par ’application d’agonistes muscariniques (Fisahn et al. 2002 ; Hajos et al. 2004 ;
Mann et al. 2005).
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IV.2.4. Synthése

En guise de résumé de cette partie, la figure 25 représente la synthése des principaux effets
connus de 1’acétylcholine sur les réseaux hippocampiques.

Figure 25 : Principaux effets de ['acétylcholine sur les réseaux hippocampiques.

La figure représente les principaux réseaux de la formation hippocampique et les effets modulateurs
de 'acétylcholine sur ceux-ci. Les encadrées en rouge représentent les régions ou [’acétylcholine
induit soit la dépolarisation directe des neurones soit I’augmentation de [’excitabilité neuronale. Les
fleches en pointillés indiquent les voies dont ['activité est inhibée par [’acétylcholine. La co-
occurrence d’une LTP facilitée et d’'une dépression de la transmission synaptique n’est pas
contradictoire, les effets de suppression de la transmission réduisant le bruit de fond synaptique. Les
fleches bleues indiquent les voies ou [’acétylcholine inhibe la LTP tandis que les fleches rouges
indiquent les voies ou [’acétylcholine augmente la LTP. Les fleches et encadrés gris indiquent les
régions et voies ou les effets de I’acétylcholine sont mal connus.EC, cortex entorhinal ; DG, gyrus
denté ; Sub, subiculum.

Ainsi, en jouant sur la puissance relative des différentes entrées, la mise en place des
phénomenes de plasticité synaptique et les activités oscillatoires, 1’acétylcholine modulerait
I’activité des principaux circuits de la formation hippocampique et faciliterait notamment
I’encodage de I’information plutdt que sa consolidation ou son rappel.
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IV.3. Systéme cholinergique et DTA

L’innervation cholinergique corticale est altérée dans les DTA (Davies & Maloney 1976 ;
Bowen & Davison 1980) et la réduction des niveaux de ChAT, des récepteurs nicotiniques et
muscariniques est corrélée avec le niveau de démence (Bierer et al. 1995). Ces diminutions
cholinergiques dans le cortex seraient liées a des pertes neuronales dans les noyaux
cholinergiques (Etienne et al. 1986). Ainsi, les déficits mnésiques apparaitraient au moment
ou environ 30% des neurones cholinergiques de la base du cerveau antérieur sont perdus
(Arendt et al. 1999). Ces ¢éléments ont amené, Bartus et collaborateurs a proposer que les
déficits mnésiques liés au vieillissement et aux DTA soient liés aux dysfonctionnements du
systéme cholinergique (Bartus 2000). Les pertes de neurones cholinergiques concerneraient
surtout le noyau basal de Meynert qui innerve I’ensemble du manteau cortical (Davies &
Maloney 1976) et se retrouvent chez le primate non-humain agé (Kitt et al. 1984). De plus, il
apparait que I’innervation cholinergique est également diminuée dans 1’hippocampe dans les
stades terminaux des DTA (Dekosky et al. 2002), suggérant que le MSDB présente également
des pertes de neurones cholinergiques durant les stades plus avancés des DTA.

Cependant, durant les phases précoces des DTA et notamment le MCI, il apparait que
I’innervation cholinergique de I’hippocampe et du cortex serait plutdt augmentée
transitoirement (Dekosky et al. 2002) avant de diminuer avec I’avancée de la pathologie. En
effet, il semble qu’il n’y ait pas de pertes significatives de neurones cholinergiques durant le
MCI et les phases les plus précoces des DTA, bien que le nombre de neurone cholinergique
soit corrélé avec la sévérité de la démence (Gilmor et al. 1999). Ainsi, cette augmentation de
I’activité cholinergique dans I’hippocampe pourrait compenser I’avancée des troubles (voir ci-
dessous). Puis, avec D’atteinte progressive des neurones cholinergiques, ce mécanisme de
compensation perdrait de son efficassité et 1’état cognitif s’aggraverait pour aboutir a la mise
en place d’une démence.
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Principaux points abordées dans ce chapitre :

Durant les phases précoces des démences de type Alzheimer, c’est essentiellement la
mémoire et notamment la mémoire épisodique qui est touchée. Ces déficits s’expliqueraient
notamment par ’atteinte des structures du lobe temporal médian et notamment de la formation

hippocampique.

En effet, au-dela des classiques déficits de mémoire épisodique, les patients présentent
précocement des altérations de fonctions impliquant la formation hippocampique, telles que
’orientation et la navigation spatiale, la mémoire de reconnaissance et de localisation d’objet
ainsi que la mémoire olfactive. L’avantage de ces formes de mémoire est qu’elles ont un fort

potentiel translationnel puisqu’elles sont directement mesurables dans les modéles animaux.

Afin de remplir ces fonctions, les réseaux de la formation hippocampique nécessitent
une régulation extrémement fine par diverses activités oscillatoires (modulations a 1’échelle de
la milliseconde) et par plusieurs systémes neuromodulateurs (régulation a I’échelle de la

seconde, minute) comme le systéme cholinergique

Ces divers mécanismes de réseaux pourraient étre impliqués dans la progression de la

pathologie.
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Le syndrome de déconnexion hippocampique et sa compensation

I. Un syndrome de déconnexion progressive
Certaines régions cérébrales sont touchées précocement durant le MCI.

Le cortex entorhinal et I’hippocampe présentent ainsi une atrophie bilatérale précoce, tandis
que l’amygdale et le cortex parahippocampique sont touchés surtout dans 1’hémisphere
gauche (Fennema-Notestine et al. 2009). Avec 1’avancée de la pathologie, des régions
pariétales, rétrosplénial et frontales médianes commencent a présenter également des signes
d’atrophie (Fennema-Notestine et al. 2009). Certaines structures sous-corticales seraient
¢galement touchées précocément comme I’amygdale et le thalamus (Roh et al. 2011).

L’atteinte entorhinale prédominante a amené a assimiler les phases précoces des DTA a un
« syndrome de déconnexion hippocampique » (Hyman et al. 1984). Cependant, cette
déconnexion ne serait que partielle et les entrées survivantes faciliteraient la propagation de la
pathologie a travers les réseaux hippocampiques tout en perturbant probablement Ila
computation hippocampique (Brier et al. 2014). Concernant la propagation des
protéinopathies, I’AP, la protéine tau hyperphosphorylée et 1’a-synucléine partageraient tous
des mécanismes de réplication similaires a ceux de la protéine prion, d’ailleurs la
suractivation des voies UPR (unfolded protein response) étant présente dans les infections a
prion tout comme dans les DTA et la maladie de Parkinson (Halliday et al. 2014).

I.1 Circuits et progression de la pathologie

I.1.1 Tauopathie

D’un individu a I’autre, la progression clinique des DTA est associée a une propagation
relativement stéréotypée de la tauopathie (Braak et al. 1991). Cette progression reproductible
d’un individu a I’autre a travers les réseaux de la formation hippocampique permet de définir
six stades pathologiques qui correlent a I’avancée des troubles cognitifs (Figure 27 ; Braak et
al. 2006). En fait, la tauopathie se mettrait en place trés précocément, aux alentours de la
puberté dans les noyaux du locus coeruleus et du raphé dorsal, puis elle progresserait
lentement le long des réseaux cérébraux pour apparaitre dans la région transentorhinale vers la
cinquantaine, avant de progressivement envahir la formation hippocampique (Braak et al.
2011). En accord avec le concept de syndrome de déconnexion hippocampique, I’apparition
de la tauopathie dans les voies perforantes et 1’aire CAl corr¢le avec la déclaration des
symptomes cognitifs de méme qu’avec la sévérité de la pathologie dans les stades plus
avances (Thal et al. 2000).
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Figure 27 : Les stades Braak de la progression de la tauopathie
(D’apres Braak et al. 2006).
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Au stade Braak I seul le cortex transentorhinal est significativement touché. Au stade Braak II la
pathologie progresse vers [’entorhinal superficiel et suit ses projections pour atteindre CAI et CA2.
Au stade 11, la pathologie envahit totalement le cortex entorhinal, CAl, CA2, le Hile et CA3, mais
épargne les cellules granulaires du DG. Au stade 1V, la pathologie s étend encore dans la formation
hippocampique et commence a atteindre les aires associatives néocorticales (surtout temporales). Au
stade V, la pathologie s’étend vers les lobes frontaux, pariétaux et occipitaux. Enfin, au stade VI,
toutes les régions corticales secondaires et primaires sont atteintes.

La progression de la tauopathie parait étre ainsi fortement liée a I’age, mais elle représenterait
en fait un processus indépendant du vieillissement qui se retrouverait amplifié dans le cadre
des DTA (Delacourte et al. 2002). Si quasiment tous les patients DTA présentent une
tauopathie dans 1’entorhinal, CA1 ainsi que dans les pré- et para- subiculum, les sujets
controles qui présentent une tauopathie ont surtout des atteintes du gyrus denté, de CA3 et de
CA2 (Fukutani et al. 1995). Ainsi, il semblerait que différents processus déterminent la
progression de la tauopathie dans le cadre du vieillissement normal et des DTA.

Quoi qu’il en soit, les protéines tau hyperphosphorylées se propagent de neurone a neurone
par un mécanisme de type prionoide. En effet, I’injection stéréotaxique de tau-fibrillaire chez
une Souris normale s’accompagne par une propagation lente et progressive de la tauopathie
vers les régions cérébrales interconnectées (Clavaguera et al. 2009). De plus, chez la souris
transgénique, 1’expression d’une protéine tau pathologique uniquement dans le cortex
entorhinal induit avec le vieillissement une propagation transynaptique de la tauopathie
similaire a celle des stades Braak (Liu et al. 2012a; Khan et al. 2013). De maniére
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intéressante, dans ce type de souris, I’apparition de la tauopathie dans les voies perforantes
irait de pair avec des pertes des terminaisons entorhinales dans I’hippocampe ainsi que
d’environ la moiti¢ des neurones entorhinaux, suggérant qu’une tauopathie entorhinale est
suffisante pour induire un syndrome de déconnexion hippocampique caractéristique des DTA
(De Calignon et al. 2012).

I.1.2 Amyloidopathie

La pathologie amyloide s’accumulerait également préférentiellement dans certaines régions
liées au cortex entorhinal, bien que le patron de dépot amyloide soit beaucoup plus variable
que celui de la tauopathie (Braak et al. 1991). L’accumulation amyloide aurait notamment lieu
préférentiellement dans le «default mode network » (Buckner et al. 2005). Or, cette
accumulation induirait une hyperactivité¢ aberrante de ce réseau, ceci que 1’individu soit
asymptomatique ou atteint de DTA (Sperling et al. 2009).

L’amyloidopathie pourrait également contribuer a la déconnexion hippocampique. En effet,
I’APP et ses métabolites (AP, sAPP et AICD) jouent tous un role dans la modulation de
I’activité synaptique hippocampique (Brunholz et al. 2011). Or, il apparait chez I’humain non
dément comme chez le patient DTA, que les accumulations amyloides ont lieu
préférentiellement au niveau des terminaisons des voies perforantes reliant le cortex
entorhinal et I"hippocampe (Crain & Burger 1988). Une méme spécificité spatiale peut se
retrouver chez les souris transgéniques (Su & Ni 1998) et la lésion entorhinale ou Ia
transsection des voies perforantes réduit ces accumulations, ce qui suggere que I’APP est
transporté et converti en AP au niveau des voies perforantes (Sheng et al. 2002 ; Lazarov et al.
2002 ; Van Groen et al. 2003a). Ces accumulations d’AP pourraient traduire la présence de
dysfonctionnements des neurones entorhinaux. En effet, chez ces souris transgéniques, les
accumulations amyloides dans les voies perforantes ont lieu alors que les cellules de la couche
IT du cortex entorhinal médian présentent une hyperactivité aberrante (Marcantoni et al.
2013). L’hyperactivité des neurones entorhinaux pourrait induire 1’accumulation d’amyloide,
I’AP étant sécrétée en réponse a I’activité synaptique (Cirrito et al. 2005 ; Brody et al. 2008).
De plus, ’AB pourrait méme représenter un mécanisme de réduction de ’activité synaptique
via son effet dépresseur en post-synaptique.

Ainsi, la pathologie amyloide ciblerait particuliérement le réseau reliant le cortex entorhinal et
I’hippocampe et y induirait des perturbations fonctionnelles (balance entre excitation et
inhibition, pertes synaptiques), ce qui perturberait les opérations cognitives dépendant de la
formation hippocampique. Cependant, les pertes franches de neurones seraient plutot liées a la
tauopathie.

1.2 La déconnexion entorhino-hippocampique
I.2.1 L’atteinte du cortex entorhinal et de ses projections.

Dans les cerveaux de patients DTA, les pertes de neurones liées a la tauopathie ont lieu
surtout dans le cortex entorhinal et le subiculum, ce qui isolerait de fait I’hippocampe de la
plupart de ses entrées et sorties avec le cortex (syndrome de déconnexion hippocampique ;
Hyman et al. 1984). Or, les pertes de neurones entorhinaux projetant vers I’hippocampe
auraient lieu des le stade de MCI (Kordower et al. 2001), les patients ayant déja perdu la
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moitié¢ des neurones hippocampiques au moment de la déclaration des symptomes DTA
(Gomez-Isla et al. 1996). Les couches superficielles du cortex entorhinal semblent en effet
particulierement sensibles au vieillissement et aux DTA (Stranahan et al. 2010). De plus, il
apparait que les pertes de neurones entorhinaux pourraient étre encore plus marquées si on
compare aux densités neuronales de sujets jeunes plutot qu’a celles de sujets contrdles agés.
En effet, la perte d’environ un tiers des neurones entorhinaux serait une composante a part
entiere du vieillissement normal (Simic et al. 2005).

Les voies perforantes reliant cortex entorhinal et hippocampe seraient fortement impactées par
les pertes des neurones entorhinaux (Hyman et al. 1986). Ainsi, chez I’Homme, les études en
imagerie de tenseur de diffusion (DTI) permettant de révéler la connectivité fonctionnelle des
réseaux (Bokde et al. 2009) suggerent des altérations majeures des voies perforantes des le
stade de MCI (Kalus et al. 2006). Ces résultats confirment les résultats d’autopsies qui
indiquent une perte massive de synapses dans la couche moléculaire du gyrus denté (Hamos
et al. 1989), pertes qui sont similaires a celles observées chez le rongeur apres Iésion
entorhinale (Cabalka et al. 1992). Or, ces pertes synaptiques sont fortement corrélées aux
performances cognitives et représentent un indice neurobiologique convainquant de I’avancée
des troubles durant la progression des DTA (Masliah et al. 1994 ; Scheff et al. 2006), validant
par 1a le concept du syndrome de déconnexion hippocampique comme étant une des atteintes
majeures des DTA, notamment au cours des stades précoces de ces pathologies.

1.2.2 Excitabilité aberrante et déconnexion hippocampique

En parall¢le de la mise en place du syndrome de déconnexion hippocampique, les patients
MCI présentent une hyperactivité aberrante dans le cortex entorhinal et de 1’hippocampe
(Dickerson et al. 2005 ; Das et al. 2012). Cette hyperactivation hippocampique spécifique du
MCIT serait associée a un déclin cognitif marqué (Miller et al. 2008) et pourrait prédire
I’apparition d’'une DTA chez un individu sain (Putcha et al. 2011). Cette hyperactivation de la
formation hippocampique disparait aux stades plus avancés de la pathologie (Hiamaildinen et
al. 2007 ; Dickerson et al. 2008). C’est pourquoi I’hyperactivation hippocampique a
longtemps été vue comme un mécanisme de compensation. Cependant, il s’avére que les
patients ayant le déclin le plus rapide ont en fait la plus forte hyperactivité suivie de la plus
forte diminution de I’activité hippocampique (O’Brien et al. 2010).

De manicre intéressante, il faut noter que cette hyperactivité spécifique du MCI toucherait
essentiellement le DG et CA3 en lien avec la perte d’intégrité des voies perforantes et
I’apparition de déficits de pattern separation (Yassa et al. 2010; 2011a). Ainsi,
I’hyperactivité hippocampique et des cortex associés menerait a une excitotoxicité locale et
contribuerait ainsi directement aux pertes neuronales et synaptiques ainsi qu’aux déficits
mnésiques associés (Morcom et al. 2007). D’ailleurs, chez les sujets agés, il existe une
corrélation négative entre activité hippocampique, atrophie et performance mnésique (Putcha
et al. 2011). De maniére intéressante, 1’inhibition de cette hyperactivité par une drogue
antiépileptique améliore les performances cognitives chez le patient MCI en lien avec une
normalisation de I’activité dans le DG et CA3 (Bakker et al. 2012). L hyperactivité pourrait
étre un phénomeéne précoce dans la pathogéneése des DTA, celle-ci étant observée
précocement chez des individus asymptomatiques porteurs de mutations familiales (Quiroz et
al. 2010) et chez les sujets sains porteurs de I’APOE4 (Woodard et al. 2009 ; Filippini et al.
2009). 11 est concevable que I’atteinte du cortex entorhinal et le syndrome de déconnexion
hippocampique li¢ puissent paradoxalement faciliter I’hyperexcitabilité hippocampique. En
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effet, les lésions entorhinales induisent des rétractations neuritiques des interneurones
parvalbumine dans le gyrus denté (Nitsch et al. 1992), pertes qui se retrouvent chez les
patients DTA dans les différentes sous-régions hippocampiques (Brady et al. 1997) de méme
que dans le cortex parahippocampique (Inaguma et al. 1992). Ces pertes spécifiques des
interneurones parvalbumine pourraient s’expliquer par une plus grande sensibilité a la gliose
induite par la dénervation et notamment a la neuro-inflammation qui I’accompagne (Rappert
et al. 2004). Par ailleurs, il a également été démontré que la Iésion des neurones de la couche
Il du cortex entorhinal induit une hyperexcitabilit¢ chronique du réseau cortex
entorhinal/hippocampe (Scharfman et al. 1998).

Ainsi, étant donné que le DG et CA3 sont particuliérement sujets a 1’hyperactivité précoce
durant le MCI (Yassa et al. 2010 ; 2011a ; Bakker et al. 2012), notamment chez les porteurs
de I’APOE4 (Woodard et al. 2009), il serait intéressant d’étudier I’impact de Iésions
entorhinales sur les réorganisations de ces régions en fonction du génotype APOE
(publication n°3).

1.2.3 Déconnexion et troubles cognitifs

Le syndrome de déconnection hippocampique causé par les pertes précoces de neurones
entorhinaux pourrait expliquer les déficits cognitifs caractéristiques du stade MCI.

En effet, chez le patient MCI, I’atrophie du cortex entorhinal est corrélée aux déficits de
rappel différé en mémoires épisodique et sémantique (Di Paola et al. 2007 ; Barbeau et al.
2012). De plus, ’atteinte du cortex entorhinal et du subiculum permet de prédire la survenue
de déficits mnésiques d’encodage a deux ans (Burggren et al. 2011), tandis que 1’atrophie
supplémentaire de I’hippocampe prédit quels patients MCI vont convertir en démence (Stoub
et al. 2010).

Chez le rongeur, les Iésions du cortex entorhinal induisent des déficits dans les taches de
navigation spatiale (Cho & Jaffard 1995) et de mémoire spatial de travail (Jonhson et al.
1994). Ces déficits spatiaux peuvent notamment s’expliquer par une diminution de la
précision du codage spatial par les cellules de lieux de CAl, celle-ci présentant une
augmentation de la taille des champs d’activité associée a une diminution de la densité
d’information codée (Brun et al. 2008). Cependant, la lésion entorhinale n’aboli pas la
formation des champs d’activité des cellules de lieu, ni leur sélectivité spatiale, bien qu’elles
présentent une moindre stabilité dans le temps (Van Cauter et al. 2008). Ainsi, I’intégrité du
cortex entorhinal ne serait pas critique pour 1I’émergence d’une représentation spatiale dans
CAl, mais jouerait un role dans la réactivation de ces représentations : la Iésion entorhinale
rend les représentations spatiales hippocampiques plus labiles et vulnérables aux
interférences.

Cependant, si les Iésions bilatérales du cortex entorhinal induisent des déficits durables dans
des taches spatiales la 1ésion unilatérale n’induit que des déficits transitoires (Steward et al.
1977 ; Loesche et al. 1977). Ainsi, il apparait que les déficits entrainés par la lésion
entorhinale peuvent étre compensés par une réinnervation en provenance du cortex entorhinal
controlatéral. Il est donc concevable que D’atteinte entorhinale perturbe fonctionnellement
I’hippocampe (syndrome de déconnexion hippocampique), mais que les réorganisations
synaptiques dans I’hippocampe soient capables de compenser ces dysfonctionnements
hippocampiques et d’induire une rémission cognitive. De maniére intéressante, le cortex
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entorhinal et ses zones de projection dans I’hippocampe pourraient présenter une atrophie
méme durant le vieillissement normal (Von Gunter et al. 2005 ; Kerchener et al. 2013). 11
apparait donc que la déconnexion hippocampique puisse ne pas étre accompagnée de déficits
marqués. Les capacités de compensation de la déconnexion hippocampique pourraient donc
jouer un role critique dans 1’apparition ou non de symptomes cognitifs, de moindres capacités
de compensation pouvant alors faciliter la déclaration des symptomes.
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I1. Compensation de la déconnexion hippocampique

La progression de la pathologie et des déficits mnésiques qui 1’accompagnent ne s’explique pas
uniquement par I’étendue des pertes synaptiques et neuronales, mais aussi par 1’interaction avec
des mécanismes de compensation multiples et notamment des réorganisations synaptiques et
I’augmentation de 1’activité cholinergique hippocampique (Savioz et al. 2009). L’augmentation
de D’innervation cholinergique pourrait jouer un rdle particuliecrement important dans la
compensation, les thérapies cholinergiques normalisant chez les patients DTA [D’activation
cérébrale associée a I’encodage (Rombouts et al. 2002).

Dans cette thése, je me suis particuliecrement intéress€ aux réorganisations synaptiques
hippocampiques et a leurs effets potentiels sur la compensation des déficits cognitifs causés par
la 1ésion entorhinale. Cependant, il faut noter que la compensation pourrait aussi passer par la
mobilisation de zones cérébrales supplémentaires. En effet, il apparait que les patients MCI avec
de bonnes performances recrutent des régions additionnelles notamment en préfrontal (Clément
et al. 2010). Enfin, il semblerait également que les sujets sains agés porteurs de ’APOE4
activent plus de régions pour résoudre les mémes tiches, ce qui pourrait représenter une
compensation précoce des atteintes causées par ’APOE4 (Han et al. 2007a ; Haase et al. 2013).

Ces différents mécanismes de compensation pourraient ainsi contribuer a la réserve cognitive
(capacité du cerveau a compenser des lésions pathologiques pour retarder 1’apparition des
symptomes cliniques). En effet, il apparait que 10 a 20% des sujets agés cognitivement sains
présentent en fait une neuropathologie tout a fait comparable a celle des patients DTA (Katzman
et al. 1988 ; Valenzuela & Sachdev 2006 ; Roe et al. 2007). Cette réserve cognitive se
constituerait progressivement sous l’influence de facteurs aussi précoces que I’état nutritif
pendant la grossesse de la meére (Borenstein et al. 2006), le niveau éducatif (Roe et al. 2007) ou
encore le niveau d’activités cognitives complexes et stimulantes tout au long de la vie (Barulli et
al. 2013). Au-dela des DTA, la réserve cognitive réduirait la progression clinique dans la maladie
de Parkinson (Poletti et al. 2011), dans la sclérose en plaques (Sumowski et al. 2009) dans les
démences liées au HIV (Foley et al. 2012) et faciliterait la rémission aprés un traumatisme
cranien (Fay et al. 2010). La réserve cognitive modulerait ainsi la transition de la cognition
normale a un stade MCI et d’un MCI vers une DTA déclarée notamment via 1’augmentation de
I’efficacité des réseaux cérébraux allant de pair avec une moindre activation de ces derniers pour
résoudre la méme tache (Barulli et al. 2013). Récemment, il a été rapporté que la réserve
cognitive serait associée a une neurotransmission cholinergique préservée voire augmentée dans
les régions fortement impliquées dans la mémoire (Garibotto et al. 2013).

I1.1 La compensation fonctionnelle de la déconnexion

I1.1.1 Rémission cognitive, ApoE et réorganisations synaptiques.

La présence de cas de rémission vers une cognition normale durant le MCI suggére la présence
de mécanismes capables de compenser activement la déconnexion hippocampique causée par la
perte des neurones entorhinaux.

En effet, environ 16 a 38% des patients MCI présentent une rémission spontanée vers une
cognition normale (Koepsell et al. 2012 ; Roberts et al. 2013). De plus, ce type de rémission
serait encore possible a un stade plus avancé de la pathologie que le MCI (Kudrnovsky-Moser et
al. 2013). Il faut cependant noter que ce type de réversion n’est souvent que temporaire et est
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généralement suivit aprés quelques années par un retour vers le MCI, voire une conversion vers
la démence (Koepsell et al. 2012 ; Roberts et al. 2013), ce qui suggere que les capacités de
compensation se retrouvent finalement dépassées.

Des réorganisations synaptiques dans [’hippocampe pourraient directement compenser la
déconnexion partielle induite par la perte partielle de neurones entorhinaux avec le
vieillissement. En effet, si durant le vieillissement, il y a perte de neurones entorhinaux, la
différence entre les sujets qui progressent vers une DTA et les sujets demeurant
asymptomatiques passerait surtout par le maintien d’une densité synaptique acceptable dans
I’hippocampe malgré la perte des entrées entorhinales (Lippa et al. 1992). Ce maintien
synaptique, malgré la perte d’une partie des fibres entorhinales projetant vers 1’hippocampe
pourrait passer par un bourgeonnement de collatérales provenant des axones survivants. Un
argument en faveur de cette hypothése vient de 1’expression des génes mensurée dans le cortex
entorhinal et I’hippocampe de patients MCI. En effet, ’expression génétique des patients MCI
dans ces régions différe a la fois de celle des sujets controles et des patients DTA, ce qui suggere
que le MCI est un état a part enticre et ne fait pas partie d’une trajectoire rectiligne de
détérioration aboutissant nécessairement a un état démentiel (Berchtold et al. 2014). Ainsi,
I’atteinte du cortex entorhinal dans le MCI est associée dans 1’hippocampe a I’augmentation de
I’expression de genes de guidage axonal (éphrines), de génes synaptiques (vésicules, récepteurs,
structure et stabilisation synaptique) et des voies de signalisation liées aux facteurs de croissance
(Berchtold et al. 2014 ; Shashwath et al. 2012).

De plus, la 1ésion du cortex entorhinal est associée a un bourgeonnement de collatérales
cholinergique dans I’hippocampe chez 1’animal (Lynch et al. 1972) et chez le patient DTA
(Geddes et al. 1985). Le stade de MCI serait ainsi caractérisé par une augmentation d’activité
cholinergique dans I’hippocampe (Dekosky et al. 2002 ; [konomovic et al. 2003), ce qui pourrait
traduire un bourgeonnement cholinergique durant cette phase de déconnexion hippocampique.
Ainsi, les réorganisations de I’innervation cholinergique hippocampique participeraient a la
compensation du syndrome de déconnexion hippocampique caractérisant les phases précoces des
DTA, et notamment le MCI.

La protéine ApoE serait impliquée dans les réorganisations synaptiques en réponse aux lésions
entorhinales et notamment dans les phénoménes de bourgeonnement de collatérales
cholinergiques. En effet, chez le Rat, les niveaux d’ARN messager de I’ApoE sont augmentés
apres lésion entorhinale dans 1’hippocampe et les voies septo-hippocampiques (Poirier et al.
1991b). L’ApoE et ses récepteurs seraient ainsi mobilisés durant les processus de réinnervation
synaptique (Poirier et al. 1993a), notamment pour transporter les lipoprotéines contenant le
cholestérol et les lipides nécessaires a la synthése membranaire vers les neurones impliqués dans
les phénomenes de bourgeonnement. Parmi les récepteurs de 1’ ApoE, le récepteur LRP jouerait
un role essentiel dans les phénoménes de croissance neuritique dépendant de I’ ApoE (Holtzman
et al. 1995 ; Fagan et al. 1996). Au-dela de leurs effets sur I’internalisation des lipoprotéines, les
récepteurs aux lipoprotéines joueraient également un role direct dans les réorganisations
synaptiques via leurs cascades de signalisation intracellulaire promouvant elles-mémes la
croissance neuritique (Nathan et al. 1994 ; Beffert et al. 2004). En effet, des agonistes artificiels
de LRP sont suffisants pour faciliter la croissance neuritique aprés transsection de la moelle
épiniere et ces agonistes de synthése pourraient potentiellement étre utilisé pour soutenir le
bourgeonnement de collatérales (Yoon et al. 2013). Il faut noter que I’homologie entre I’ Homme
et le Rongeur serait plutot bonne, des phénomenes de bourgeonnement similaires ayant aussi été
décrits apres 1ésion chirurgicale du cortex entorhinal chez le patient (Grady et al. 1989).
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I1.1.2 Lésion, désafférentation et bourgeonnement de collatérales.

A T’heure actuelle, les phénomenes de réorganisation synaptique dans 1’hippocampe apres 1€sion
entorhinale n’ont été décrits que dans le gyrus denté, malgré le fait que le cortex entorhinal
projette sur I’ensemble des régions hippocampiques (figure 28).

Réaction gliale.

Aprés lésion entorhinale, la dégénérescence des neurones entorhinaux entraine la perte des
entrées entorhinales dans I’hippocampe. Ces terminaisons entorhinales en dégénérescence vont
produire des débris extracellulaires dans la zone désafférentée qui vont étre nettoyés par les
astrocytes et microglies réactifs (Hailer et al. 1999). Les microglies vont notamment libérer des
cytokines pro-inflammatoires (IL-1) qui vont activer les astrocytes avoisinants. Ces derniers vont
alors métaboliser les débris cellulaires afin d’approvisionner les neurones en lipoprotéines
contenant le cholestérol et les lipides nécessaires a la néo-synthése membranaire requise pour
soutenir le bourgeonnement de collatérales, les remodelages dendritiques a la synaptogénese. De
plus, les astrocytes sécretent divers facteurs de croissance (NGF, BDNF) et molécules
d’adhésion cellulaire (NCAM) qui facilitent les processus de bourgeonnement et de
réinnervation.

Transport du cholestérol vers les neurones.

L’augmentation parall¢le de I’expression dans les cellules gliales de I’ApoE impliquée dans le
transport de lipoprotéines (Poirier et al. 1991b ; White et al. 2001a) et de ’ABCA1 impliquée
dans la constitution des lipoprotéines (Jasmin et al. 2014) permettrait de délivrer ces matériaux
lipidiques vers les neurones qui augmentent en retour l’expression des récepteurs aux
lipoprotéines afin de faciliter I’internalisation de ces dernicres (Poirier et al. 1993a). En effet, si
le cholestérol est vital pour la croissance neuritique et la formation de nouvelles synapses,
I’essentiel du cholestérol neuronal serait transporté par les lipoprotéines d’origine astrocytaire
(Poirier et al. 1993a ; Mauch et al. 2001).
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Figure 28: Désafféerentation du gyrus denté et bourgeonnement de collatérales axonales
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A/ La figure représente schématiquement les neurones entorhinaux (rouge), les cellules granulaires du
gyrus denté (bleu) et les afférences cholinergiques du MSDB (vert).

B/ Une perte partielle des neurones entorhinaux entraine la dégénérescence de leurs terminaisons dans le
gyrus denté (1). Cette accumulation de débris de membranes va entrainer une réaction microgliale
inflammatoire qui va activer les astrocytes (IL-1, TGF-f1). Les astrocytes réactifs vont alors métaboliser
les deébris cellulaires, produire de ’ApoE et générer des lipoprotéines destinées au transport du
cholestérol et des lipides vers les neurones afin de soutenir le bourgeonnement de collatérales. De plus,
les astrocytes réactifs vont sécréter divers facteurs de croissance (NGF, BDNF) et molécules d’adhésion
cellulaire (NCAM) qui vont stimuler le bourgeonnement de collatérales.

C/ Les projections cholinergiques vont alors présenter un bourgeonnement de collatérales axoniques et
une synaptogénese qui va envahir la zones désafférentées (2).

D/ les neurones entorhinaux survivants vont également produire des collatérales axoniques permettant
une réinnervation glutamatergique homotypique des cellules granulaires désafférentées (3).
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Croissance neuritique, bourgeonnement de collatérales et réinervation.
La redistribution des matériaux lipidiques contenus dans les lipoprotéines vers les neurones en
réorganisation et vers les fibres en bourgeonnement faciliterait 1’extension neuritique et la
formation de nouvelles synapses (White et al. 2001a).
Les réorganisations synaptiques dans le DG consécutives a la 1ésion entorhinale concernerait
potentiellement quatre réseaux : les afférences cholinergiques du MSDB qui réagiraient le plus
précocement suivies des réorganisations des afférences glutamatergiques survivantes du cortex
entorhinal ainsi que potentiellement des afférences glutamatergiques des cellules moussues
(systéme commissural et associatif) voire des collatérales des fibres moussues (Ramirez 2001).
Ces changements seraient accompagnés de réorganisation GABAergiques paralléles qui
permettraient le maintien de la balance excitation/inhibition dans le DG (Mizukami et al. 1997).
Cependant, la Iésion du cortex entorhinal irait de pair avec une diminution initiale de
I’innervation GABAergique induisant une désinhibition feed-forward des cellules granulaires
(Zipp et al. 1989), ce qui expliquerait 1’apparition transitoire d’une activité épileptiforme dans le
DG désafférenté dans les 10 jours suivant la 1ésion (Dasheiff & McNamara 1982 ; Kelley &
Steward 1997) et contribuerait a I’hyperactivité caractérisant le gyrus denté durant le MCI.
Les principaux phénomenes de bourgeonnement de collatérales concerneraient cependant
essentiellement le bourgeonnement de collatérales cholinergique ainsi que les processus de
réinnervation glutamatergique homotypique par les afférences entorhinales survivantes.

I1.2 Bourgeonnement de collatérales cholinergiques

Bourgeonnement cholinergique et lésion entorhinale chez I’ Homme et le Rongeur.
La Iésion du cortex entorhinal entraine classiquement un bourgeonnement de collatérales
cholinergiques dans le gyrus denté¢ de I’hippocampe (Lynch et al. 1972). Chez le Rat, ce
bourgeonnement de collatérales cholinergiques débuterait dés 4-5 jours apres la mise en place de
la lésion et augmenterait durant les semaines qui suivent (Fass & Ramirez 1984). Si
I’augmentation de I’expression des marqueurs cholinergiques peut traduire une augmentation de
I’expression de ces marqueurs plus qu’une prolifération de collatérales axoniques, des approches
de tracage antérograde confirment que les projections septo-hippocampiques se ramifient apres
l1ésion entorhinale (Nyakas et al. 1988). De plus, ces collatérales cholinergiques proviendraient
bien de neurones du MSDB, la 1ésion spécifique de ces derniers induisant la disparition du
bourgeonnement cholinergique (Naumann et al. 1997).
Depuis les travaux de Geddes et collaborateurs (1985), on sait que les patients DTA présentent
des signes de bourgeonnement cholinergique similaire aux phénomenes observés chez le rongeur
avec lésion entorhinale. Ce bourgeonnement qui prendrait place dés le stade de MCI et est
corrélé avec un stade Braak III/IV ou la tauopathie touche fortement le cortex entorhinal
(Dekosky et al. 2002 ; Ikonomovic et al. 2003). Ainsi, il semble que la Iésion entorhinale soit un
bon modele de la déconnexion hippocampique et des compensations synaptiques qui la suivent.
L’APP et ses dérivés ayant des effets neurotrophiques (revue dans Teter & Ashford 2002), il est
possible que la présence d’une pathologie amyloide puisse moduler les phénomeénes de
bourgeonnement. Cependant, il n’apparait pas que la présence d’une pathologie amyloide ou la
surexpression d’APP puisse impacter significativement le bourgeonnement chez la souris
(Kadish et al. 2009).

Une compensation cholinergique ?

Le bourgeonnement cholinergique semble bien traduire une réponse compensatrice, car il
disparait quand les patients convertissent vers la démence (Deckosky et al. 2002). De plus,
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I’¢tendue de la réserve cognitive serait corrélée a I’amplitude de la neurotransmission
cholinergique (Garibotto et al. 2013).

Cependant, a I’heure actuelle, on ne sait pas par quels mécanismes le bourgeonnement
cholinergique permettrait la compensation fonctionnelle de la désafférentation. 11 a bien été
proposé que le bourgeonnement cholinergique permette de maintenir le niveau d’excitabilité des
cellules granulaires. En effet, la co-stimulation du MSDB et des voies perforantes augmente la
réponse des cellules granulaires par rapport a la stimulation des voies perforantes seules (Fantie
& Goddard 1982). Cependant, ces stimulations n’étant pas spécifiques des neurones
cholinergiques, leurs effets pourraient également s’expliquer par le recrutement des neurones
GABAergiques et glutamatergiques de projections. Malgré tout, au-dela de la compensation de
la désafférentation hippocampique, il apparait que le systeme cholinergique soit capable de
compenser fonctionnellement différents types de 1ésions cérébrales, comme les 1ésions de type
Korsakoff dans les modéles animaux de cette pathologie (Roland et al. 2008), ou encore des
l1ésions du systéme limbique chez le primate (Croxson et al. 2012).

Généralement, le bourgeonnement cholinergique est évalué a travers la densité de marquage de
I’activité de ’AChE. Cependant ces changements de marquage AChE pourrait aussi traduire des
changements d’expression génique (Chen et al. 1983 ; McKeon et al. 1989) ou étre le produit de
I’atrophie du tissu (Storm-Mathisen, 1974). En effet, lorsque les variations du marquage AChE
sont comparées a celle de la ChAT (Choline acétyl transférase, enzyme de synthése de
I’acétylcholine), il s’avére que ces deux marqueurs cholinergiques évoluent de manicre
différentielle (Henderson et al. 1998). Certains ont suggéré que I’intensification du marquage de
I’ AChE serait un artefact dii a I’atrophie du DG (Phinney et al. 2004). Cependant, ces auteurs ont
eu recours a une transsection des voies perforantes qui induit une atrophie beaucoup plus
marquée que celle qui suit une I€sion excitotoxique partielle.

Quoi qu’il en soit, le fait que la variation d’expression de I’AChE apres 1ésion entorhinale ne soit
pas forcément liée aux variations des autres marqueurs cholinergiques (Aubert et al. 1994)
argumente en faveur d’un rdle indépendant possible pour I’AChE et suggere que d’autres
marqueurs pourraient mieux décrire les modifications anatomiques plastiques du systéme
cholinergique. C’est pourquoi j’ai choisi d’utiliser le marquage du transporteur vésiculaire de
I’acétylcholine (VAChT) pour mesurer 1’étendue des réorganisations cholinergiques dans le
cadre de cette these.

I1.3 Réinnervation glutamatergique

Les Iésions entorhinales partielles induisent des pertes des synapses glutamatergiques dans le
gyrus denté similaires a celles causées par la tauopathie chez les patients DTA (Cabalka et al.
1992). Or, cette déconnexion glutamatergique du gyrus denté s’accompagne également du
remodelage des systémes glutamatergiques et notamment des fibres entorhinales survivantes, des
fibres commissurales et associatives des cellules moussues et des fibres moussues issues des
cellules granulaires (Ramirez 2001).

Réinnervation homotypique.
Chez le Rat, contrairement a la souris ou au primate, il y a une forte composante inter-
hémisphérique au niveau des voies perforantes (Van Groen et al. 2003b). Ainsi, apres Iésion
unilatérale du cortex entorhinal, on observe chez le Rat un bourgeonnement des terminaisons des
voies perforantes croisées (Steward 1976 ; Deller et al. 1996). Ce bourgeonnement débuterait
vers 12 jours apres une lésion électrolytique unilatérale (Steward & Loesche 1977) et il se
poursuivrait au moins jusqu’a 60 jours apres la 1ésion (Steward et al. 1976). Chez la Souris, la
réinnervation glutamatergique impliquerait plutot les fibres ipsilatérales survivantes du cortex
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entorhinal (Kadish et al. 2003), méme en cas de 1ésion unilatérale du fait de I’absence des voies
perforantes croisées (Van Groen et al. 2003b). La Souris est en cela un meilleur modeéle animal
que le Rat pour I’¢tude de la compensation de la désafférentation de I’hippocampe, la
composante bilatérale étant également faible dans la formation hippocampique des primates
(Witter & Amaral 1991). Or, la réinnervation du gyrus denté par les projections glutamatergiques
pourrait également soutenir la récupération fonctionnelle des capacités de mémoire spatiale chez
la Souris (Hardman et al. 1997). Ainsi, les fibres entorhinales survivantes seraient suffisantes
pour permettre une compensation glutamatergique de la déconnexion hippocampique.

Bourgeonnement commissural et associatif (projections des cellules moussues).

Suite a la 1ésion entorhinale, le systéme commissural et associatif (C/A) des cellules moussues
du hile qui projette normalement vers la couche moléculaire interne du gyrus denté (IML)
s’étendrait dans les zones désafférentées. En effet, on peut observer une expansion de 20 a 30%
de I’épaisseur de I'IML (Lynch et al. 1976 ; West 1984). Ce bourgeonnement serait réduit avec
le vieillissement (Schauwecker et al. 1995), ce qui suggére que sa contribution dans les DTA
pourrait €tre limitée. De plus, la présence d’un bourgeonnement cholinergique précoce inhiberait
le bourgeonnement C/A (Schauwecker & McNeill 1995), ce qui indique que les différentes
réorganisations synaptiques dans le gyrus denté se régulent entre elles.

Bourgeonnement des fibres moussues (projections des cellules granulaires).
Ce type de bourgeonnement s’observe surtout dans le cadre de transsection des voies perforantes
(Laurberg & Zimmer 1981) et donc dans le cadre d’une désafférentation totale et immédiate du
gyrus denté. Ce bourgeonnement pourrait étre impliqué dans la mise en place d’activités
épileptiformes (revue dans Dudek & Spitz 1997). Bien que certains suggerent qu’il permettrait
plutot de controler I’excitabilité des cellules granulaires via la stimulation des interneurones
inhibiteurs (Sloviter 1992).

Chez I’ Homme.

Chez le patient DTA, la perte de neurones entorhinaux s’accompagne d’un bourgeonnement
cholinergique et potentiellement d’un bourgeonnement des fibres commissurales et associatives
(Geddes et al. 1985), mais pas d’un bourgeonnement des fibres moussues (Represa et al. 1988).
La principale différence entre I’Homme et les mod¢les animaux est que chez I’Homme les pertes
neuronales sont progressives et ininterrompues. Cependant, le fait que les pertes neuronales sont
progressives dans le cadre des DTA ne devrait pas remettre en cause les résultats obtenus avec
des Iésions chez le rongeur. En effet, I’atteinte progressive du cortex entorhinal par lésions
successives accéleére les processus de réinnervation (Ramirez et al. 1996). Cependant, le fait que
les pertes neuronales entorhinales sont continues est plus dérangeant. Le bourgeonnement
cholinergique est plus rapide que la réinnervation glutamatergique, celui-ci jouerait
potentiellement un plus grand réle que la réinnervation glutamatergique homotypique, une réelle
compensation glutamatergique ne pouvant se mettre en place que si I’avancée de la pathologie
entorhinale peut étre interrompue. Il faut tout de méme noter qu’il n’y a pas de perte compléte de
synapses entorhinales dans les DTA, ce qui suggére qu’une partie des voies perforantes serait
maintenue, voire qu’un bourgeonnement homotypique partiel reste possible chez le patient
(Cabalka et al. 1992).

En effet, si la tauopathie est associée a des pertes neuronales entorhinales, il s’avere que certains
neurones resteraient viables, voire indemnes de pathologie tau (Hof et al. 2003). Bien qu’on ne
sache pas si ces neurones survivants sont fonctionnels, ils pourraient constituer la base d’une
réinnervation homotypique. Cependant, la moiti¢ des neurones entorhinaux étant perdue dés le
stade de MCI (Gomez-Isla et al. 1996), on peut se demander si la taille de la population
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survivante est suffisante pour permettre une réinnervation homotypique a la hauteur des pertes
synaptiques au niveau de 1’hippocampe. Un argument en faveur d’une capacité de compensation
fonctionnelle via une réinnervation homotypique préservée vient du fait qu'un petit nombre de
cellules de la grille pourrait collectivement représenter I’environnement dans sa totalité (Fyhn et
al. 2008) et transmettre cette information a I’hippocampe, suggérant que des pertes partielles de
neurones entorhinaux sont compensables par un bourgeonnement de collatérales.

Un lien entre réorganisations glutamatergiques et bourgeonnement cholinergique ?
Comme on 1’a vu, la présence dun bourgeonnement cholinergique module 1’amplitude des
réorganisations glutamatergiques et inhibe notamment le bourgeonnement C/A (Schauwecker et
al. 1995). A T’inverse, I’amplitude de la réinnervation glutamatergique pourrait moduler
I’étendue du bourgeonnement cholinergique. En effet, chez le primate avec des 1ésions aigiies, il
semblerait que le systéme cholinergique n’est nécessaire a la récupération fonctionnelle que
durant une période critique qui précéderait les phénomenes de récupération/réinnervation
homotypiques (Croxson et al. 2012).

Au-dela d’une compensation directe par le systéme cholinergique, il est également possible que
I’augmentation de [D’innervation cholinergique puisse soutenir la mise en place du
bourgeonnement glutamatergique. En effet, au cours du développement, I’expression des
récepteurs a7nAChR faciliterait la synaptogénese glutamatergique (Lozada et al. 2012a), tandis
que les récepteurs P2nAChR faciliteraient la stabilisation des synapses ciblant les épines
dendritiques post-synaptiques (L.ozada et al. 2012b).
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1I1. APOEA et déficit de compensation ?
I11.1 APOE4 et déficit de bourgeonnement synaptique chez la Souris.

Bien que I’absence d’ApoE soit associ¢e a un développement synaptique normal, il apparait que les
phénoménes de bourgeonnement synaptique glutamatergiques et cholinergiques sont fortement
perturbés chez les souris APOE-KO, notamment dans la lame supérieure du gyrus denté (Stone et al.
1998 ; Teter et al. 1999a ; Champagne et al. 2005).

Concernant les différences entre isoformes, 1’ ApoE3 serait deux fois plus efficace que 1’ApoE4 pour
soutenir la croissance neuritique dans les cultures primaires et cultures organotpiques hippocampiques
(Teter et al. 1999b, 2002), I’ApoE3 ayant des effets synaptotrophiques plus importants que I’ ApoE4 in
vivo (Veinbergs et al. 1999). Chez les souris exprimant plus physiologiquement les différentes
isoformes d’ApoE, il apparait que 1’allele ApoE4 induit un déficit de bourgeonnement cholinergique
(Blain et al. 2006) et de réinnervation du gyrus denté (White et al. 2001b). L’effet négatif de I’ ApoE4
sur la croissance neuritique en général et sur le bourgeonnement de collatérales en particulier
dépendrait du transport des lipoprotéines et de 1’activation des récepteurs lipoprotéiques notamment
LRP (Nathan et al. 1994, 2002). Aprés I’induction d’un traumatisme cranien expérimental, 1’analyse
d’expression des genes dans 1’hippocampe et le cortex chez les souris APOE3 et APOE4 suggere que
la mauvaise récupération serait liée a des déficits de réparation (moindre expression chez les souris
APOE4 de genes up-régulés chez les souris APOE3) et non pas a I’activation de mécanismes
pathologiques (Crawford et al. 2009).

Cependant, il n’a encore jamais ét¢ établi de liens directs entre le bourgeonnement de collatérales
cholinergiques et la compensation de la déconnection hippocampique. Ainsi, I’influence des isoformes
de I’ApoE sur le bourgeonnement cholinergique et la récupération fonctionnelle restent hypothétiques.
Cette question représente le point central de mon travail de these.

I1I. 2 Un déficit de bourgeonnement cholinergique chez les patients APOE4 ?

Chez les patients, ni le bourgeonnement cholinergique hippocampique (Geddes et al. 1985), ni
I’augmentation de 1’activité cholinergique durant le MCI (Dekosky et al. 2002 ; Tkonomovic et al.
2003) n’ont ét¢ analysés en fonction du génotype APOE. Cependant, des arguments indirects
suggerent la possibilité d’un tel déficit.

Pour commencer, 1I’ApoE jouerait un réle important surtout durant les phases précoces de la
pathologie qui sont associées avec a la plasticité cholinergique. En effet, ’augmentation transitoire de
I’expression d’4POE durant les stades Braak associés a ’atteinte du cortex entorhinal (Glockner et al.
2002) indique que I’ApoE serait mobilisé spécifiquement durant ces stades précoces de la pathologie
par ailleurs également associés a une augmentation transitoire de [D’activité cholinergique
hippocampique (Dekosky et al. 2002 ; Tkonomovic et al. 2003). De plus, il apparait que I’APOE4
induit I’essentiel de ses effets négatifs durant la phase précoce de MCI et n’impacterait pas clairement
le décours de la pathologie dans les phases plus avancées (Foster et al. 2013). Notons aussi que
I’apparition de déficit de navigation spatiale des le stade de MCI serait une des caractéristiques des
patients APOE4, les patients non-porteurs n’en présentant que plus tardivement, lorsque la pathologie
envahi complétement 1’ensemble de la formation hippocampique (Laczo et al. 2010). Ainsi, un déficit
des réorganisations cholinergiques pourrait contribuer significativement a 1’agressivité particuliére du
stade de MCI chez les patients porteurs de I’APOEA4.
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Le nombre et la morphologie des neurones cholinergiques ne semblent pas étre influencés par
I’APOE4 (Bronfman et al. 2000) ce qui est en accord avec le fait que les pertes de neurones
cholinergiques auraient lieu apres le stade de MCI et méme aprés les phases précoces des DTA
(Gilmor et al. 1999). Cependant, il apparait que les réorganisations du systéme cholinergique sont tout
de méme impactées par la présence de I’APOE4 chez la Souris (Blain et al. 2006) et il est possible que
ce soit également le cas chez I’Homme. En effet, les thérapies a base d’inhibiteurs de 1’activité de
I’AChE visant a augmenter le tonus cholinergique n’induisent de réponse clinique que dans 25 a 50%
des patients DTA et il s’avére que les patients porteurs de 1’allele APOE4 répondent moins bien a ces
médications (Farlow et al. 1996 ; Poirier et al. 1999 ; Sjogren et al. 2001 ; Wang et al. 2014). Ainsi, il
est possible que les thérapies augmentant le tonus cholinergique ne soient effectives qu’en présence
d’un bourgeonnement de collatérales cholinergique dans I’hippocampe, ce dernier démultipliant
potentiellement les effets de 1’inhibition de la dégradation de I’acétylcholine.

De maniére intéressante, la présence de I’allele APOE4 est également associée a un moindre taux de
réversion du stade de MCI vers une cognition normale (Koepsell et al. 2012 ; Kudrnovsky-Moser et
al. 2013 ; Roberts et al. 2013). Ainsi, cet allele pourrait étre associ¢ a de moindres capacités de
compensation. Au-deld des DTA, 1’étude de patients avec traumatisme aigu suggére que des déficits
de compensation apres atteinte cérébrale sont couramment retrouvés chez les patients APOE4. En
effet, ’APOE4 induit une mauvaise récupération fonctionnelle apres chirurgie cardiaque (Tardiff et al.
1997) et aprés traumatisme cranien (Teasdale et al. 1997 ; Friedman et al. 1999). Ces résultats ont
d’ailleurs été répliqués chez la souris transgénique APOE4 (Sabo et al. 2000).

Dans le cadre d’atteintes chroniques, la présence de I’APOE4 augmente la sévérité des déficits
neurologiques associés a la démence pugilistique (Jordan et al. 1997) et les joueurs professionnels de
football américain porteurs de I’APOE4 présentent des déficits cognitifs précoces et exacerbés (Kutner
et al. 2000). Ces déficits seraient bien associés a des défauts de réparation cérébrale, I’APOE4
n’influence pas la sévérité initiale du traumatisme cranien mais spécifiquement la récupération a 6
mois (Zhou et al. 2008). D’ailleurs, les études chez la Souris suggérent bien que les déficits induits par
I’APOE4 sont liés a des défauts de réparation et non pas a 1’activation de mécanismes pathologiques
(Crawford et al. 2009), méme lorsqu’il s’agit de souris transgéniques exprimant des mutations
familiales causant la forme familiale de la maladie d’Alzheimer (Bennet et al. 2013). De plus, ces
déficits de réparation cérébrale associés a une mauvaise récupération fonctionnelle chez les sujets
APOE4 dépendrait fortement de 1’age. En effet, dans une population de militaires avec traumatisme
cranien agée de 20 a 25 ans, ’APOE4 n’entraine pas d’effet négatif sur la récupération fonctionnelle
(Han et al. 2007b).

I11. 3 Bourgeonnement synaptique, ApoE et cestrogénes.

Chez la femme, MCI et DTA prennent généralement place aprés la ménopause. D’ailleurs, la
prévalence de ces pathologies serait plus importante chez celle-ci. Les thérapies de remplacement
oestrogeniques réduisent le risque de DTA (Paganini-Hill 1996), retardent 1’age de déclaration (Tang
et al. 1996) et induisent une amélioration cognitive (Sherwin 1997). Or, il apparait que les hormones
féminines potentialisent les capacités de bourgeonnement cholinergique et de remodelage synaptique
(Kadish et al. 2009) et facilitent la récupération fonctionnelle apres lésion entorhinale (Stein 2001).
Ainsi, il est possible que la diminution des taux d’hormones sexuelles féminines induise un déficit de
compensation synaptique facilitant la progression de la pathologie. Chez la femme, la ménopause
chirurgicale précoce est associée a un déclin cognitif exacerbé et a I’augmentation du risque de DTA
(Bove et al. 2013). De plus, une étude portant sur 1436 femmes a montré que les polymorphismes
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génétiques du geéne codant pour le récepteur a des cestrogénes affectent 1’age de déclaration des DTA
(Janicki et al. 2014).

De manicre intéressante, les thérapies de substitution hormonales améliorent les performances
cognitives (Henderson et al. 1996, Schneider & Finch 1997) et augmentent la réponse aux inhibiteurs
de PAChE (Schneider et al. 1996), bien que leurs bénéfices paraissent variables et dépendent
notamment de 1’dge au moment de la mise en place du traitement, des doses utilisées et de
I’interaction avec d’autres polymorphismes génétiques (Cholerton et al. 2002 ; Xing et al. 2013).
Ainsi, il est possible que les cestrogeénes permettent de soutenir la mise en place du bourgeonnement
cholinergique et donc de potentialiser les phénoménes de compensation de la déconnexion
hippocampique.

Chez le rongeur, il apparait qu’apres 1ésion entorhinale les rates femelles sont moins déficitaires que
les rats males (Roof et al. 1993). Cet effet pourrait s’expliquer par la potentialisation hormonale des
réorganisations cholinergiques (Kadish et al. 2002a) et glutamatergiques (Morse et al. 1986). En effet,
en plus de leurs effets neuroprotecteurs propres (protection contre 1’ischémie, [’hypoxie,
I’excitotoxicité, le stress oxydatif), les cestrogeénes auraient également des effets neurotrophiques en
facilitant notamment la synaptogénese et la spinogénese hippocampiques (Liu et al. 2001). I est
méme possible que les phénoménes de bourgeonnement soient dépendant des hormones sexuelles
spécifiquement chez les femelles, car seules les rates sont sensibles a la gonadectomie (Morse et al.
1986). Chez les femelles ovariectomisées, le remplacement hormonal en testostérone induit également
un effet protecteur (Morse et al. 1986) ainsi, apparait-il que la production locale d’cestrogénes par les
astrocytes (aromatase) jouerait un role essentiel dans la plasticité synaptique hippocampique (Rune et
al. 20006).

Ces effets positifs des cestrogénes dépendraient notamment des astrocytes (Garcia-Segura et al. 1999)
et de la présence de I’ApoE, les cestrogénes n’induisant pas d’effets bénéfiques sur le bourgeonnement
synaptique in vitro chez les souris APOE-KO (Stone et al. 1998). Il semble ainsi que les cestrogénes
contrdlent la gliose et régulent les processus neuro-inflammatoires tout en induisant la libération de
facteurs neurotrophiques par les astrocytes (Acaz-Fonseca et al. 2014). Or il semblerait qu’cestrogénes
et ApoE interagissent pour moduler le risque DTA et la récupération aprés traumatisme cranien.
L’interaction avec I’ApoE semble particulie¢rement importante, les cestrogenes ne modulant le
bourgeonnement synaptique que dans les régions ou ce dernier dépend également de I’ ApoE (Teter et
al. 1999a). Un mécanisme potentiel serait la surexpression de I’ApoE induite par les oestrogénes au
niveau astrocytaire (Teter et al. 1999a). Chez I’humain, il apparait que les patientes porteuses de
I’APOE4 ont plus de risques de développer une DTA. De plus, chez les souris transgéniques APOE,
les femelles sont généralement plus promptes a présenter des déficits liés a I’age (Raber et al. 1998,
2000 ; Grootendorst et al. 2004 ; Bour et al. 2008). Ainsi, si I’absence d’cestrogénes parait avoir un
impact d’autant plus fort en présence de I’APOE4, la relation entre APOE4 et cestrogénes durant les
phénomeénes de bourgeonnement synaptique et de compensation fonctionnelle de la 1ésion entorhinale
n’ont jamais été étudiés. En effet, il est possible que I’APOE4 contrecarre ’effet facilitateur des
cestrogenes, mais alternativement il est également envisageable que les cestrogénes puissent
compenser ’effet négatif de ’APOE4. Les femmes porteuses de I’APOE4 représentant 1’'une des
populations ayant le plus fort risque de développer une DTA (Altmann et al. 2014), si les cestrogenes
sont capables de compenser les effets négatifs de I’APOE4, le ciblage de leurs voies de signalisation
représenterait alors une perspective thérapeutique particulierement intéressante.
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Principaux points abordées dans ce chapitre :

L’atteinte précoce du cortex entorhinal induirait une déconnection partielle de
I’hippocampe qui serait responsable de 1’apparition des troubles cognitifs. Cependant, divers
arguments suggerent que I’hippocampe pourrait s’adapter a cette déconnexion via la

mobilisation de mécanismes compensatoires.

En effet, le bourgeonnement de collatérales cholinergique dans 1I’hippocampe pourrait
compenser activement la déconnexion hippocampique induite par la perte de neurones

entorhinaux, bien que cela n’ait jamais été directement démontré.

De plus, les projections entorhinales survivantes vers [’hippocampe pourraient
¢galement étre caractérisées par un bourgeonnement de collatérales pouvant potentiellement
induire une réinnervation homotypique de 1’hippocampe. Comme ces deux phénoménes ont
lieu en parallele, il est possible qu’ils interagissent entre eux afin de compenser la

déconnexion hippocampique.

De manicre intéressante, I’4APOE4 pourrait induire des déficits de bourgeonnement et
de réorganisation des circuits hippocampiques qui pourraient contribuer aux effets négatifs de
cet allele sur la progression des démences de types Alzheimer et plus largement de

nombreuses autres pathologies neurodégénératives.

Enfin, les hormones sexuelles moduleraient ces phénoménes de bourgeonnements.

Ainsi, ces hormones pourraient potentiellement influencer I’impact de de 1’allele APOE4.
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Points clés :

L’alléle APOE4 est souvent associ¢ a la présence de déficits cognitifs, mais il est
possible qu’il induit en fait une facilitation cognitive en début de vie tandis qu’il précipiterait
ensuite 1’apparition de pathologies neurodégénératives liées au vieillissement (pléiotropie
antagoniste).

Les démences de type Alzheimer sont des pathologies hétérogénes dont 1’origine
proviendrait de I’interaction, au cours de vieillissement, entre de multiples facteurs génétiques
et environnementaux.

Le plus important facteur de risque génétique est 1’allele APOE4 ; cet alléle induisant la
plupart de ses effets négatifs durant les phases précoces des DTA (MCI).

Le MCI est associé¢ a des pertes partielles des neurones du cortex entorhinal ce qui
induit une déconnexion partielle de I’hippocampe.

Cependant, des phénoménes de bourgeonnements cholinergique et glutamatergique
pourraient compenser ce syndrome de déconnexion hippocampique voire méme induire une

rémission vers une cognition normale.

Principales questions posées au cours de cette thése :
L’effet pléiotropique antagoniste de I’APOE4 sur la cognition existe-t-il chez la Souris ?
(Publication n°l)
La lésion partielle du cortex entorhinal est-elle associée a des déficits mnésiques exacerbés
chez les souris porteuses de ’APOE4 ?
(Publication n°2)
Quel sont les roles respectifs du bourgeonnement cholinergique et de la réinnervation
glutamatergique dans la compensation fonctionnelle ?
(Publication n°3)
Quelle est I’étendue de ces réorganisations synaptiques dans les différentes sous-régions
hippocampiques ?
(Publication n°3)
Quels sont les effets du génotype APOE et du sexe sur ces phénomenes ?

(Publication n°3)
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Animaux

I. Animaux

Les souris nécessaires a la réalisation de cette these sont nées dans notre propre élevage au
laboratoire. Apres sevrage, elles sont identifiées individuellement au moyen d’une puce RFID
sous-cutanée (Résaumatique, Bernay, France), puis sont stabulées par groupes de 3 a 4 souris
de méme génotype, portée et sexe (cages en Makrolon de 42*26*15 cm, garnies de papier
absorbant pour faire un nid, en cycle lumineux de 12h/12h avec une période éclairée de 7h a
19h, 22+1°C, une humidité controlée et de la nourriture et de 1’eau ad libitum).

Les souris expérimentales sont isolées 7 jours avant le début des expériences en cages
individuelles (22*20*14cm) disposant d’un bout de papier absorbant pour se faire un nid. Les
souris expérimentales sont réguliérement pesées et manipulées afin d’étre familiarisées a
I’expérimentateur.

I.1. Souris hAPP/APOE

Afin d’étudier I’'impact de I’allele APOE4 sur les réorganisations synaptiques hippocampiques
en lien avec la récupération fonctionnelle, nous avons utilis¢ des souris 74PP/APOE3 et
hAPP/APOE4. Ces souris expriment I’APOE3 ou ’APOE4 humaine sous le controle du
promoteur murin de I’APOE, ce qui permet une régulation physiologique des niveaux
d’APOE (targeted-replacement). Ces souris expriment en plus de I’APP murine, une copie
supplémentaire d’4PP humain normale (24PP) via I’insertion d’un chromosome artificiel de
levure (YAC). En effet, cette lignée bi-transgénique est obtenue en croisant des souris
APOE3-tr ou APOE4-tr (Sullivan et al. 1997) avec des souris h4PP-YAC (Lamb et al. 1993).
Initialement, nous avions sélectionné ce modele car d’apres la littérature, une partie des effets
des alleles de ’APOE pourrait provenir des interactions spécifiques entre isoformes d’ApoE
et APP ou ces sous-produits de clivage (cf. : introduction, partie I).

Ainsi, le principal intérét de ce modele transgénique est de rendre possible les interactions
spécifiques entre les deux principales isoformes d’ApoE humaine et de 1’APP humaine
normale, mais sans induire artificiellement de pathologie amyloide comme ce serait le cas via
I’expression d’une APP humaine avec mutation Alzheimer familiale. Eventuellement, la
présence d’une copie supplémentaire d’4APP normale apporterait ici un substrat potentiel pour
la genése d’amyloide.

Ces souris ont été¢ générées par Taconic (Germantown, NY, USA) pour le compte de Merk
Sharp & Dohme Corp (Boston, USA) et leur utilisation fait I’objet d’un accord de transfert de
matériel (MTA) entre Merk et le Dr C. Mathis. De plus, 1’'usage de cette lignée posseéde
également 1’agrément d’utilisation confinée d’OGM du groupe 1 n°6516 en date du
03/09/2013. Enfin, en accord avec la législation européenne, les procédures expérimentales
ont été validées par le comité d’éthique de 'université de Strasbourg (n° d’autorisation
AL/15/22/02/13).
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Souris hAPP-YAC.

Cette lignée exprime une copie d I’APP humaine normale qui a été insérée par la méthode de
transfert de chromosomes artificiels de levure (yeast articifical chromosome, YAC ; Lamb et
al. 1993). Brievement, le géne de I’APP extrait du chromosome 21 humain par digestion
enzymatique a été intégré par des enzymes de recombinaison a un chromosome de levure
AB1380. Ce YAC contenant la séquence du géne APP humain normal (APP-8: clone
B142F9 de 650 kb) a ensuite été transfecté dans des cellules embryonnaires souche via un
plasmide P8. Les cellules transfectées ont alors été implantées dans des embryons au stade de
blastocyste et les embryons ont été transférés dans une mere porteuse de souche C57BL/6J
afin de donner naissance a des souris chimeres Z4APP-YAC co-exprimant I’APP humain et
I’APP murin a des niveaux comparables (Lamb et al. 1993).

Souris APOE3-tr et APOE4-tr.
Les souris APOE3-tr et APOE4-tr ont été générées par remplacement ciblé du géne murin de
I’APOE par I’all¢le humaine APOE3 ou APOE4 (Sullivan et al. 1997). Ce remplacement ciblé
laisse intacte les séquences régulatrices du géne murin ce qui permet de maintenir une
régulation physiologique du niveau de transcription de 1’allele APOE humaine ainsi inséré et
donc une distribution et un niveau d’expression des isoformes apoE3 ou apoE4 comparable a
celui de I’ApoE murine de souris non-transgéniques. Briévement, un vecteur contenant le
gene humain a été injecté dans des cellules embryonnaires E14TG2a de la lignée de souris

129P2 et ces cellules embryonnaires ont été injectées dans une mere porteuse de lignées
C57BL/6].

Souris double transgéniques hAPP/APOE3 et hAPP/APOEA4.

Ces souris double-transgéniques ont été obtenues en croisant des souris #4PP-YAC avec des
souris APOE3-tr et APOE4-tr (Kornecook et al. 2009). Dans le cadre de notre accord de
transfert de matériel (MTA), nous avons ¢levé au laboratoire I’ensemble des souris
hAPP/APOE3 et hAPP/APOE4 utilisé durant cette thése. Partant de 10 males et 20 femelles
homozygotes pour ’APOE3 ou I’APOE4, nous avons limité notre élevage a deux générations
afin de limiter les risques de dérive génétique inhérents au maintien d’une lignée par
croisement homozygote.

I.2. Souris ChAT-ChR2

Afin d’étudier I’'impact de I’activation des fibres cholinergiques sur les propriétés des réseaux
hippocampiques, nous avons ¢élevé des souris ChAT-ChR2 qui expriment le canal cationique
Rhodopsine-2 sous le contréle du promoteur du géne de la choline-acétyltransférase (ChAT),
I’enzyme de synthése de I’acétylcholine. Le canal Rhodopsine-2 est un photorécepteur
sensoriel a 7 domaines transmembranaires provenant d’une algue verte (Chlamydomonas
reinhardtii). Cette construction génétique permet ainsi de dépolariser spécifiquement les
neurones cholinergiques par une stimulation lumineuse de 480 nm de longueur d’onde.

Ces souris ont été générées par le professeur Feng Guoping (Neuroscience McGovern
Institute for Brain Research ; Massachusetts Institute of Technology) et leur utilisation fait
I’objet d’un accord de transfert de matériel (MTA). Enfin, en accord avec la législation
européenne, I’intégralité des procédures expérimentales a été validée par le comité d’éthique
de I'université de Strasbourg (n° d’autorisation AL/58/65/02/13).

Les souris ChAT-ChR2 expriment le ChR2 via ’insertion d’un chromosome artificiel de
bactérie au niveau du géne codant pour le transporteur vésiculaire de ’acétylcholine (VAChHT,
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Slc18a3). La protéine ChR2 est également fusionnée avec un geéne rapporteur (enhanced
Yellow Fluorescent Protein, eYFP) permettant de marquer les corps cellulaires et les
prolongements des neurones exprimant le ChR2.

La séquence cDNA du ChR2 a ¢t¢ modifiée par une substitution gain de fonction H134R
(CAC vers CGC) permettant d’obtenir des photo-courants stables plus larges. Cette séquence
a ensuite ét¢ fusionnée avec celle de I’eYFP et a ét€ insérée dans la région codante du locus
ChAT de la souris par recombinaison homologue sur le BAC. Ce BAC contient également le
gene VAChHT, sous le controle du promoteur du géne ChAT puisque la séquence VAChKT est
localisée dans un intron entre I’exon 1 et ’exon 2 du géne ChAT. Ce BAC d’environ 220kb a
ensuite ét¢ injecté¢ dans des oocytes de souris C57BL/6J pour générer la lignée ChAT-ChR2.
Cette lignée a ensuite été maintenue sur fond C57BL/6J.
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I1I. Chirurgie et électrophysiologie
I1.1. Lésion du Cortex entorhinal

Afin de modéliser les pertes neuronales caractéristiques des phases précoces des DTA (MCI),
nous avons pratiqué des lésions partielles du cortex entorhinal, induisant ainsi une
désafférentation partielle de I’hippocampe. Ces 1ésions partielles ont été réalisées au moyen
de 6 injections de NMDA (3 par hémisphére, 120mM/L). Le NMDA ¢étant un agoniste de
synthese des récepteurs glutamatergiques de type NMDA, il induit une lésion excitotoxique
des neurones tout en épargnant les fibres de passage (Corbit et al. 2002). La solution a été
préparée en une fois en diluant le NMDA dans du tampon phosphate salin (PBS, 0,1mM,
pH=7.,4), puis les aliquots ont ét¢ maintenus a -80°C.

Anesthésie :
Les souris sont anesthésiées par une injection intrapéritonéale (ip) de pentobarbital sodique
(Ceva santé animal, 70 mg/kg). Une fois anesthésiées (perte des réflexes de retrait de la patte),
les souris sont positionnées dans un cadre stéréotaxique et leurs yeux sont protégés contre le
dessechement avec du Lacrigel (Europhta). L hypothermie est également contrélée par un
systéme de plaque thermorégulatrice relié¢ a une sonde rectale.

Procédure chirurgicale :

Afin de limiter la douleur, les souris regoivent une injection sous-cutanée de 0.2ml
d’anesthésique local (Xilocaine, Xylovert, France ; 21mg/ml) avant le début de la procédure
chirurgicale. Apreés incision longitudinale du scalp, la boite cranienne est percée
bilatéralement a 1’aide d’une fraise dentaire aux coordonnées d’injection. Ces coordonnées
sont définies par rapport au point de repere osseux Bregma et ont été calculées a partir de
I’atlas stéréotaxique de la Souris en prenant comme référence le site lambda (Paxinos &
Franklin 2004). Concernant la profondeur des sites d’injection, la variabilité anatomique des
souris nous a amené a procéder selon la technique du touch & up (T&U). Avec cette
technique, la micropipette d’injection est descendue jusqu’au plancher de la boite cranienne
avant d’étre remontée aux coordonnées dorso-ventrales désirées.

Tableau 8 : Coordonnées steréotaxiques d’injection pour les lésions entorhinales

Antéro- Médio- Volume

postériorité latéralité Ll QT injecté SCETIALEES
1 +0,6 mm +43 mm +g§4§m 0,084l Cortei(aglrtaolrhinal
S T S N v
o oo ST o e

La solution de NMDA a été injectée a 1’aide d’une micropipette de verre reliée a un cathéter
en polyéthyléne fixé sur une microseringue Exmir de 10uL (ITO Corporation, Fuji, Japon).
Le rythme d’injection étant contr6lé par une micropomppe (CMA model 100) délivrant la
solution de NMDA avec un débit de 0,1pL/min. Aprés I’injection, la micropipette reste en
place pendant 5 minutes avant d’étre lentement remontée (afin de minimiser 1’aspiration de la
solution de NMDA au cours du retrait de la canule). Enfin, la souris est suturée et replacée

110




MATERIELS ET METHODES
Chirurgie et électrophysiologie

dans une cage propre disposée au chaud jusqu’au réveil complet. Les souris témoins ont subi
les méme procédures, mais sans injection de NMDA.

A T’issue de I’opération, les souris sont suturées, placées dans une cage propre et recoivent un
traitement anti-inflammatoire non-stéroidien afin de limiter le risque de souffrance
(Meloxicam, Boehringer Ingelheim, France). De plus, le réveil des animaux est suivit, de
méme que la récupération post-opératoire (contrdle quotidien de la prise de poids et de
I’aspect général de 1’animal).

I1.2. Electrophysiologie et optogénétique sous anesthésie a I’uréthane

La stimulation des neurones cholinergiques projetant vers I’hippocampe dorsal nous a permis
de comparer I’impact de I’innervation cholinergique normale et de I’innervation cholinergique
apres réorganisation (bourgeonnement cholinergique induit par la 1ésion entorhinale) sur les
propriétés des réseaux hippocampiques. A cette fin, nous avons utilis€ des stimulations
directes des neurones cholinergiques du MSDB par un stimulateur optique a LED (Prizmatix,
Givat-Shmuel, Israél) connecté a une fibre optique (100um de diamétre) tout en enregistrant
I’activité ¢électrique dans 1’hippocampe dorsal (CA1 et DG) avec une ¢€lectrode linéaires en
silicone comportant 16 canaux espacés de 50 um (Neuronexus, Alx16-2mm-50-177).
Alternativement, nous avons également procédé a des stimulations locales des projections
cholinergiques intra-hippocampiques avec une optrode linéaire en silicone de 16 canaux
(Neuronexus, O Alx16-2mm-50-177) permettant de stimuler les fibres exprimant les ChR2
avoisinant le site d’enregistrement. De plus, nous avons également procédé a des stimulations
des voies perforantes projetant vers I’hippocampe dorsal afin d’évaluer la modulation
cholinergique des entrées entorhinales. Les enregistrements sont amplifiés (200x), filtrés
(entre 0 et 9KHz) et digitalisés a 22KHz grace a un systeme Alphalab SnR (Alpha-Omega,
Ubstadt Weiher, Germany).

Anesthésie

Les souris ChAT-ChR2 sont anesthésiées par une injection ip d’uréthane (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, USA ; 1.5g/kg) suivie apreés 20 minutes par une deuxiéme injection de kétamine
(50mg/kg ; Imalgen, Merial, Gerlan, France)/xylazine (10mg/kg; Rompun, Bayer Health
Care, Leverkusen, Germany). L’ uréthane induisant une hypothermie, les souris sont placées
sur un coussin chauffant durant I’ensemble du protocole d’enregistrement. Une fois
anesthésiées (perte des réflexes de retrait), les souris sont positionnées dans un cadre
stéréotaxique placé dans une cage de Faraday afin de limiter 1’influence du bruit électrique
extérieur sur les enregistrements (La cage faisant alors office de «terre
¢lectrophysiologique »).

Procédure chirurgicale
Apres dégagement du crane, deux fenétres sont ouvertes sur la boite cranienne a I’aide d’une
fraise dentaire aux coordonnées permettant d’atteindre le MSDB et 1’hippocampe dorsal. Si
les enregistrements ont tous été faits dans I’hémisphere droit, les fenétres d’acces débordent
sur I’hémisphére controlatéral afin de pouvoir prendre le repére médio-latéral sur le sinus
veineux inter-hémisphérique (en effet, & cause d’une grande variabilité, la suture osseuse
inter-hémisphérique ne peut fournir de point de repére suffisamment précis). Le point de
repere antéropostérieur est le point Bregma, tandis que le repére de profondeur est pris sur la
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surface de la dure-mére. Enfin, une vis en acier inoxydable est placée en avant du Bregma

afin de servir d’électrode de référence.

Tableau 9 : Coordonnées utilisées pour les expériences électrophysiologiques

Antéro- Medio- Profondeur Expérience

postériorité latéralité

Stimulation optogénétique des
MSDB +0.8 mm - 0.1 mm -3.4 mm neurones cholinergiques du
MSDB
Enregistrements
dHPC -2 mm - 2.4 mm -2 mm ¢électrophysiologiques de
CAl et du DG

Stimulation électrique des

Angulus -4.2 mm -2.5 mm -1.5 mm voies perforantes projetant
vers [’hippocampe dorsal

MSDB, septum médian et bande diagonale de Broca ; dHPC, hippocampe dorsal.

La neuroanatomie des voies de projections septo-hippocampiques n’ayant été précisément
analysée que chez le Rat, les coordonnées de stimulation des neurones cholinergiques du
MSDB ont ¢été déterminées par une expérience de tragage rétrograde (injection de CtB dans
I’hippocampe dorsal afin de déterminer la position des neurones cholinergiques projetant vers
I’hippocampe). Cette expérience a permis de déterminer que chez la Souris comme chez le
Rat, les neurones cholinergiques innervant 1’hippocampe dorsal ont principalement leurs
corps cellulaires localisés dans le bras vertical de la bande diagonale de Broca (VDB).

Afin de vérifier les coordonnées d’enregistrement et de stimulation a 1’issue de I’expérience,
les fibres optiques, électrodes de stimulation et électrodes d’enregistrement sont plongées
dans un traceur fluorescent émettant a 565 nm, le Dil (Invitrogen Molecular probes, Waltham,
USA). La profondeur de I’enregistrement dans I’hippocampe est, de plus, confirmée en cours
de descente par le suivi de [Iactivité ¢Electrophysiologique permettant de repérer
I’emplacement des différentes couches cellulaires (détection de décharges multi-unitaires).
Enfin, afin de vérifier que les effets sont bien diis a la stimulation de I’innervation
cholinergique, nous avons répété cette expérience chez des souris ayant regu une injection de
I’antagoniste muscarinique hydrochlorure de scopolamine (1mg/kg).

Protocole d’enregistrement

Une fois I’électrode d’enregistrement et la fibre optique en place, la souris est laissée en
stabilisation durant 20 minutes. A I’issue de cette période de stabilisation, les enregistrements
débutent par 300 secondes d’enregistrement du niveau de base (baseline) suivies d’une
minute de stimulation et enfin de 300 secondes de récupération (recovery). Les stimulations
optogénétiques des neurones cholinergiques ou de leurs terminaisons ont été produites par des
pulses de lumiére (480 nm de longueur d’onde ; Sms de durée). Ces stimulations lumineuses
ont été délivrées a 0,2; 5 et 20 Hz afin d’induire la libération de différentes quantités
d’acétylcholine. Nous avons également procédé a une stimulation sensorielle (pincement de la
queue), celle-ci étant connue pour induire des oscillations théta spontanées. A 1’issue de la
séance d’enregistrement, les souris ont été mises a mort et ont subi une perfusion
intracardiaque de paraformaldéhyde a 4% afin de fixer les tissus cérébraux.

Protocole de stimulation des voies perforantes
Ce protocole reprend les principales étapes du protocole précédent. Cependant, en lieu et
place de la stimulation des neurones cholinergiques, nous avons procédé a la stimulation des
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voies perforantes projetant sur I’hippocampe dorsal afin de déterminer les profils de courrants
associés a l’activation des entrées entorhinales (CSD, current source density). Dans ce
protocole, la co-stimulation des afférences cholinergiques a été produite au moyen d’une
optrode placée dans I’hippocampe dorsal, celle-ci permettant également d’enregistrer les
réponses aux stimulations. Les stimulations €lectriques des voies perforantes ont été produites
en suivant une gamme allant de 100pA a 1000pA d’amplitude (avec un pas de 100pA), a
raison de 10 stimulations pour chaque intensité (une stimulation toutes les 15 secondes,
chaque stimulation durant 1ms). Ce protocole de stimulation des voies perforantes nous a
permis de déterminer les courbes d’entrée/sortie au niveau du DG afin de sélectionner une
intensité de stimulation induisant 50% de réponse maximale.

Analyse des données

A TD’issue des expériences, les animaux ont ¢t€¢ mis a
mort et les sites d’implantation ont été¢ déterminés
grace a I’observation du marquage au Dil (ci-contre).
Ce marquage ainsi que les caractéristiques électro-
physiologiques des enregistrements (position des
couches cellulaires, inversion de phase a la fissure
hippocampique) ont permis de  déterminer
I’emplacement de chacune des 16 électrodes (CAl
pyramidale, radiatum, lacunosum-moleculare, DG
moléculaire, granulaire, hile). Ceci nous a permis de procéder a des analyses spécifiques pour
chacune des principales couches de CA1 et du DG. Les données ¢€lectrophysiologiques ont été
analysées avec le logiciel Matlab (MathWorks, Natick, Massachussetts, USA) en utilisant
principalement la bibliothéque de script Chronux.

Prétraitements : Les données brutes sont tout d’abord importées sur le logiciel Matlab. La
dérive lente est ensuite atténuée si présente (fonction Locdetrend) et ’activité a SOHz ainsi
qu’a ses harmoniques est supprimée en utilisant un filtre dynamique (fonction removline).
Enfin, les traces brutes sont filtrées selon 2 modalités différentes.

- entre 400 et 8000 Hz afin d’extraire les activités multi-unitaires.

- entre 0,1 et 500 Hz afin d’obtenir les activités de potentiels de champs locaux.

Les analyses sont ensuite effectuées en utilisant I’une ou I’autre des modalités.

Analyses spectrale : Les caractéristiques des activités oscillatoires ont ét¢ déterminées sur les
enregistrements dénués d’artéfacts par des analyses spectrales du potentiel de champ local.
Les analyses spectrales ont ét¢ effectuées en utilisant une méthode a pondération multiple de
la transformée de Fourier (index de pondération de 4) avec une fenétre glissante de 4 secondes
et un pas de 1 seconde (fonction specgramc). La transformée de Fourier reposant sur la
démonstration qu’un son complexe peut étre réduit & une somme de composantes sinusoidales
formant un spectre de fréquences (a la maniére d’un prisme décomposant la lumicre en un
spectre de couleurs). L aire sous la courbe dans les différentes bandes de fréquences d’intérét
a ensuite ét¢ calculée : théta (3-10Hz), gamma lent (20-60Hz), gamma rapide (60-100Hz) et
oscillations a haute fréquences (100-250Hz).

Analyse des bouffées d’activités : lors des enregistrements, nous avions détecté 1’apparition
rythmique de bouffées d’activité ressemblant aux dentate-burts décrit par Montgomery et
collaborateurs en association avec le sommeil paradoxal (2008). Ces bouffées phasiques ont
été détectées en utilisant un seuil & deux erreurs-standard sur la puissance allant de 1 a 250Hz,
sur une fenétre glissante de deux secondes et un pas d’une demi-seconde (specgramc). Afin
de révéler la composante aberrante de ces bouffées, une détection a cinq erreurs-standard au-
dessus de la moyenne de puissance a également été menée. L’anesthésie a I’uréthane
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produirait une alternance en des états similaires au sommeil lent profond caractérisé par une
activité lente dominante et des états plutot similaires au sommeil paradoxal caractérisé par une
forte activité théta (Pagliardini et al. 2013). Les bouffées phasiques du DG étant associées au
sommeil paradoxal (Montgomery et al. 2008), nous avons donc port¢ nos analyses
essentiellement sur des périodes associées avec une activité théta prépondérante.

Nous avons ensuite analysé D’effet des stimulations optogénétiques sur ces activités
oscillatoires en comparant 60 secondes de baseline avec 60 secondes de stimulation suivies de
60 secondes de récupération, le début de la stimulation étant précisément déterminé grace a un
signal TTL délivré par le systéme de stimulation.
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IT1. Comportement

La répétition de tests comportementaux influence potentiellement le comportement des souris
(Mcllwain et al. 2001). Afin de limiter les perturbations comportementales, 1’expérience de
phénotypage comportemental aprés 1ésion entorhinale (publication n°2) a été menée en allant
du test le moins invasif et le plus spontané (activité locomotrice) vers le test potentiellement le
plus perturbant (restriction alimentaire pour le test de discrimination olfactive).

II1.1. Mesure de ’activité locomotrice

Principe

Lorsque des souris sont placées dans un environnement nouveau, elles vont ’explorer en
détail, ce qui va se traduire par une augmentation transitoire de 1’activité locomotrice. Ensuite,
I’activité locomotrice va progressivement diminuer ce qui traduit ’habituation au contexte
nouveau. L’activité spontanée des souris est également régulée par le cycle circadien. Les
souris €étant des animaux nocturnes, elles seront donc plus actives durant les phases sombres
du cycle circadien. Ces deux types d’activité locomotrice ont été mesurés chez nos souris, car
la 1ésion du cortex entorhinal peut induire une hyperactivité locomotrice (Steward et al. 1977).
De plus, les données locomotrices sont importantes, les effets de la 1ésion sur la locomotion
pouvant interagir avec certaines mesures comportementales évaluant les fonctions cognitives,
notamment dans le cadre de tAches de navigation spatiale (ex : latence d’arrivée a la cible).

Dispositif expérimental et protocole

L’activité locomotrice des animaux a été mesurée sur I’ensemble d’un cycle circadien dans
une picce expérimentale dédiée. Ces mesures ayant lieu dans des cages non connues de
I’animal (42%25*15 cm), elles permettent d’évaluer 1’habituation a la nouveauté (3 premicres
heures d’enregistrement), puis 1’activité locomotrice basale en phase claire et en phase sombre
(les 21 autres heures d’enregistrement). Le dispositif est constitué de deux faisceaux
infrarouges espacés de 28 cm et traversant la cage 2,5 cm au-dessus du niveau du plancher de
la cage. Les traversées des faisceaux par la souris a travers sa cage sont détectées et
comptabilisées par des cellules photoélectriques raccordées a un ordinateur.

I11.2. Evaluation de I’anxiété (test des boites claires et obscures)

Principe
L’anxiété est définie par un ensemble de réactions comportementales et neurovégétatives
déclenchées par la présence d’une menace potentielle (Blanchard & Blanchard 1989). Les
souris étant des animaux nocturnes, elles ont tendance a éviter les environnements fortement
éclairés et ouverts qui sont anxiogenes pour aller se réfugier dans des environnements
sombres et fermés (Belzung et al. 1989). Cependant, les souris sont également curieuses et
promptes a explorer des environnements inconnus. Lors de la confrontation a un
environnement nouveau, elles vont présenter un mélange de comportements d’approche
traduisant la tendance a explorer et de comportements d’évitement traduisant 1’anxiété

(Montgomery 1955). Ainsi, dans un environnement comprenant une partie sombre et une
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partie fortement éclairée, 1’exploration de la partie éclairée va-t-elle dépendre de la balance
entre curiosité et anxiété.

Dispositif expérimental

Le dispositif est constitu¢ de deux cages de
taille identique (19*19*14,5 cm) recouvertes
d’un couvercle en plexiglas. Les souris
peuvent se déplacer d’un environnement a
I’autre via un couloir (7*5*10 cm). L’une des
cages est maintenue a [’obscurité par des
parois et un couvercle opaques, tandis que
I’autre est constituée de parois et d’un
couvercle transparents lui permettant d’étre
fortement éclairée (700 lux) par une lampe
placée a 25 cm du couvercle.

Protocole de test

L’évaluation du niveau d’anxiét¢ a lieu durant la phase nocturne aux alentours du pic
d’activité spontanée (20h30-22h30). Les animaux sont introduits directement dans la boite
obscure et disposent alors de 5 minutes pour explorer librement le dispositif. Pour déterminer
le niveau d’anxiété, on prend en compte le temps mis par la souris pour entrer dans la boite
claire ainsi que le temps passé dans celle-ci. Le nombre de transitions effectuées entre les
deux boites serait quant a lui une mesure mixte reflétant a la fois le niveau d’anxiété et la
curiosité de I’animal.

IT1.3. Reconnaissance d’objets et localisation d’objets

Dans un environnement familier, les rongeurs ont naturellement tendance a explorer
préférentiellement les éléments nouveaux par rapport aux éléments stables et connus de
I’environnement. Ainsi, les taches de reconnaissance visent a évaluer les capacités des souris
a détecter 1’apparition d’un objet inconnu (reconnaissance d’objet) ou le déplacement d’un
objet connu a une position nouvelle (localisation d’objet).

Comme indiqué dans I’introduction, ces formes de mémoire impliquent notamment les
réseaux distribués dans les structures du lobe temporal médian (cortex périrhinal, postrhinal et
entorhinal, ainsi que I’hippocampe). Les processus de reconnaissance d’objet dépendraient
notamment de I’intégrité du cortex périrhinal, tandis que la localisation d’objet impliquerait
fortement le cortex postrhinal, 1’entorhinal (notamment latéral), le préfrontal médian et
I’hippocampe.

Dispositif expérimental
Le dispositif est constitué d’ un champ ouvert (open field ; 55*55*%43 cm) en plexiglas opaque.
Le plancher du dispositif est divisé en 25 carreaux identiques afin de placer facilement les
objets a des places prédéfinies. Une carte plastifice de 21*29,7 cm et comprenant un
succession de bandes noir et blanches est fixée sur I’'une des parois intérieures afin de servir
de point de repére proximal. Ces taches reposant sur des comportements spontanés des souris,
I’éclairage est volontairement faible (60 lux) afin de minimiser la dimension aversive de la
situation. Les objets utilisés dans ce test ont fait I’objet d’un paramétrage permettant la
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s¢lection d’objets d’appétence similaire. A travers I’ensemble du protocole, les souris sont
systématiquement déposé de la méme manicre au milieu du dispositif.

Habituation (Jours 1 et 2)
Durant cette phase, les souris vont se familiariser durant deux jours au dispositif de test ainsi
qu’a la présence dans celui-ci de différents objets dans des configurations variables. Chaque
jour, les souris vont ainsi explorer librement le dispositif durant 10 minutes.

Localisation d’objet (Jour 3)
Durant cette phase de test, on cherche a déterminer si la souris est capable de détecter parmi
trois objets celui ayant été déplacé. Durant une premicre phase de 10 minutes, les souris
explorent librement le dispositif comprenant une configuration de trois objets nouveaux
(figure 29 A). Elles vont ainsi se forger une représentation de I’emplacement des objets dans
I’environnement. L’animal est ensuite retiré du dispositif pendant 5 minutes, ce qui permet de
nettoyer le champ ouvert a I’alcool a 70% afin de brouiller les indices olfactifs et les trois
objets sont remplacés par des copies identiques propres, I’une étant placée dans une nouvelle
position (I’objet déplacé ; figure 29 B). A I’issue des 5 minutes, la souris est replacée dans le
dispositif et va pouvoir I’explorer librement pendant 10 minutes. Les temps d’exploration de
chaque objet sont quantifiés. Ces temps d’exploration sont définis par un reniflement dirigé
vers I’objet a une distance maximale d’un centimétre. Les comportements de mordillement
des objets, d’escalade des objets ou le fait de froler un objet ne sont pas pris en compte.
Figure 29 : illustration du test de localisation d’objet.

Reconnaissance d’objet (Jour 4)
Cette derniére phase a lieu le lendemain du test de localisation d’objet. Elle consiste a évaluer
les capacités de reconnaissance des objets en remplagant ’un des trois objets utilisés la veille
durant la phase de localisation par un nouvel objet. Cette séance dure également 10 minutes
au cours desquelles la souris explore librement le dispositif et les objets.

I11.4. Piscine de Morris

Principe
Le test de la piscine de Morris est couramment utilisé pour évaluer la mémoire spatiale de
référence’ chez le rongeur (Morris et al. 1982). L’animal est placé dans un environnement

1 ., . r . . . N N
La mémoire de référence spatiale est une forme de mémoire a long terme regroupant les regles et
procédures générales propres a une situation ainsi que les informations quant au contexte de la situation.
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rempli d’eau opaque sans €chappatoire visible. Pour s’extraire de cette situation aversive, il va
devoir trouver une plate-forme immergée sous la surface de I’eau. En répétant les essais avec
une plate-forme restant au méme endroit, I’animal va progressivement apprendre a localiser
I’emplacement de cet échappatoire. Pour cela, il utilisera notamment les indices visuels
distaux (stratégie spatiale allocentrique), aucun indice proximal intra-dispositif ne permettant
de retrouver la position de la plate-forme. Les capacités de localisation de la plate-forme vont
étre évaluées en fin d’apprentissage par un test de rétention durant lequel aucune plateforme
n’est présente dans la piscine. Ainsi, les animaux se souvenant de I’emplacement de la
plateforme focaliseront leur recherche aux environs de I’emplacement précédemment occupé
par la plateforme.

Dispositif expérimental

Le dispositif est constitué d’une piscine de 140cm de
diamétre et de 40cm de haut. Elle est remplie sur 20 cm
par de d’eau opacifiée avec du lait en poudre (sur
I’image ci-contre, le dispositif est vide afin de voir la
plate-forme). La température de 1’eau (20+1°C) induit
une aversion pour le dispositif qui permet d’éviter les
comportements de flottement passif observés chez les
souris de souche C57BL/6J. La pi¢ce expérimentale
contient divers indices distaux (chauffe-eau, portoir a
cages, formes contrastées sur le mur, radio). La
plateforme est circulaire, mesure 10 cm de diamétre et
est immergée a 1 cm sous le niveau de ’eau pour la
rendre invisible a la souris. La trajectoire de la souris
est enregistrée et analysée grace a un systéme de vidéo-
tracking  (Ethovision 2.3, Noldus Information
Technology, Wageningen, Pays-Bas). Les principales
variables prises en compte sont la latence d’arrivée a la
plate-forme, la distance parcourue ainsi que le temps passé dans les différentes zones d’intérét
de la piscine.

Protocole de mémoire de référence

Les souris sont placées dans la piece 30 minutes avant le début de chaque séance afin qu’elles
s’habituent au contexte. Le premier jour, les souris sont habituées pendant une minute au
dispositif qui n’est alors rempli que de 3,5 cm d’eau avec une plateforme visible positionnée a
quelques centimétres du bord pour que les souris apprennent a s’extraire de 1’eau. Le
deuxiéme jour, les souris explorent librement le dispositif rempli d’eau, mais sans plateforme
pendant 2 minutes. Le troisiéme jour, les souris débutent la phase d’acquisition qui s’étend sur
5 jours, a raison de 4 essais par jour espacés de 5 minutes. Au fur et a mesure des essais, les
souris apprennent a retrouver la plate-forme immergée a une position fixe dans la piscine.
Afin de réduire le développement de stratégies égocentriques, les points de départ des
animaux varient pseudo-aléatoirement d’un essai a I’autre. Les essais durent 60 secondes. Si
la souris ne trouve pas la plate-forme a I’issue de cette minute, elle est délicatement guidée
jusqu’a celle-ci et y reste 10 secondes avant d’étre retirée du dispositif. Vingt-quatre heures
apres la derniére séance d’acquisition, les performances de mémoire spatiales sont évaluées
durant un test de rétention de 60 secondes sans plate-forme. Le temps passé dans le quadrant
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cible (la ou se trouvait la plate-forme durant I’apprentissage) est alors comparé au temps passé
dans les 3 autres quadrants.

Protocole avec plate-forme visible
Cette tache permet de controler les capacités sensori-motrices et la motivation des souris pour
échapper a la piscine. En effet, au cours de cette séance de test, la plate-forme est visible (1
cm au-dessus de 1’eau) et sa position change a chacun des 4 essais.

IIL.S. Labyrinthe de Barnes

Principe

Le test du labyrinthe de Barnes a été¢ développé par
Carol A Barnes pour évaluer ’apprentissage et la
mémoire spatiale chez le Rat agé (Barnes 1979).
L’animal est placé sur une vaste plate-forme
circulaire ouverte, surélevée et fortement éclairée.
Pour s’extraire a cette situation aversive, 1’animal va
devoir trouver, parmi les trous percés dans la
périphérie du dispositif, lequel va lui permettre
d’aller se réfugier dans sa cage. En répétant les
essais, ’animal va progressivement apprendre a
localiser de plus en plus efficacement I’emplacement
du trou qui méne a sa cage, notamment en utilisant
les indices distaux comme pour la piscine de Morris.
La mémoire de référence s’évalue ainsi
généralement a D’issue de plusieurs jours
d’apprentissage (1 a 3 essais par jour) au cours d’un
test de rétention durant lequel aucun trou ne permet
de fuir le dispositif. Un animal capable de localiser
I’emplacement du trou qui menait a sa cage aux essais précédents va alors focaliser sa
recherche sur celui-ci et sur les trous avoisinants (stratégie de recherche allocentrique).

Contrairement aux rats sauvages qui ont évolué en milieu marécageux, les souris proviennent
de milieu semi-aride. Ainsi, comparativement a la piscine de Morris, le labyrinthe de Barnes
serait plus adapté a la physiologie de la Souris. En effet, il s’avére que si les souris ont
généralement des performances inférieures a celles du rat en piscine de Morris, elles ont des
performances équivalentes dans les paradigmes d’évaluation en milieu sec (Whishaw &
Tomie 1996).

Dispositif expérimental
Le labyrinthe de Barnes que nous avons utilisé est constitué¢ d’une plate-forme circulaire (1 m
de diametre) percée de 12 trous (4 cm de diametre) situés sur la circonférence du dispositif (2
9 cm du bord). La plate-forme est surélevée a 65 cm de hauteur et placée sur un socle rotatif
permettant de la tourner facilement. Un tube flexible relie 'un des 12 trous a la cage
d’¢levage de la souris, cette cage étant placée centralement sous la plate-forme. La picce
comporte divers indices distaux (étagere, armoires, formes sur les murs, meubles, radio).
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L’aversion induite par le dispositif (une plate-forme ouverte, surélevée et éclairée a hauteur de
800 lux au centre du dispositif) sert de motivation pour quitter le dispositif. La trajectoire des
souris est enregistrée et analysée grace a un systéme de vidéo-tracking ANY-maze (Stoelting
ANY-maze 4.30 ; Ugo Basile, Gemonio, Italy). Les principales variables prises en compte
sont la latence d’arrivée a la plate-forme, la distance parcourue ainsi que le temps passé dans
les différentes zones d’intérét de labyrinthe.

Acquisition

Durant les trois jours précédant le début de I’acquisition, les souris sont familiarisées avec le
tube flexible a raison de 3 essais par jour. Elles apprennent ainsi que le tube leur permet
d’aller directement se réfugier dans leur cage d’élevage. La phase d’apprentissage débute le
lendemain et court sur 5 jours, a raison de 3 essais par jour espacés d’environ 15 minutes. La
cage est alors connectée via le tube flexible a un des trous de la plate-forme (le trou cible)
dont la position est stable tout au long du protocole. Si la position du trou cible reste la méme,
ce n’est jamais systématiquement le méme trou qui fait office de trou cible, le dispositif étant
tourné selon un plan pseudo-aléatoire entre chaque essai. De plus, entre chaque essai, la plate-
forme est essuyée avec un chiffon imbibé d’alcool a 70% de maniére a brouiller les éventuels
indices olfactifs intra-dispositif. Au début d’un essai, la souris est placée dans un cylindre de
départ opaque au milieu du dispositif. Aprés une dizaine de secondes, le cylindre est retiré et
la souris dispose alors de 3 minutes pour trouver le trou cible et aller se réfugier dans sa cage.
Si la souris ne trouve pas le trou cible a la fin des 3 minutes, elle y est délicatement guidée. A
chaque essai, on reléve la latence de visite et d’entrée dans le trou cible ainsi que 1’ordre des
visites, permettant ainsi de calculer le nombre d’erreurs effectuées par la souris (visites a des
trous n’étant pas le trou cible). De plus la trajectoire de I’animal suivit par le logiciel de
vidéo-tracking permet de mesurer la distance parcourue, le temps passé dans les différents
quadrants, la vitesse et la durée d’immobilité de 1’animal.

Test de rétention

Pour évaluer les performances de mémoire spatiale de référence, un test de rétention est
réalisé le lendemain de la derni¢re séance d’apprentissage. La souris explore alors librement
la plate-forme pendant 2 minutes, sans qu’aucun trou ne soit relié¢ a la cage d’¢levage. Pendant
cet essai, I’ordre de visite des trous, la latence pour atteindre le trou cible ainsi que la distance
parcourue dans chacun des quadrants sont relevés. Une souris se rappelant de I’emplacement
du trou-cible le visitera plus que les autres trous et explorera plus le quadrant contenant ce
trou-cible que les trois autres quadrants.

120



MATERIELS ET METHODES

Histologie

IV. Histologie

IV.1. Mise a mort et traitement des tissus

A T’issue de la phase comportementale des expériences, les animaux destinés aux mesures
histologiques regoivent une injection ip de pentobarbital sodique a une dose létale (365
mg/kg). Apres disparition de tout reflexes au pincement de la queue et de la patte, les souris
recoivent une perfusion intracardiaque de paraformaldéhyde (PAF) a 4% (tampon phosphate
0,IM; pH 7,4; 4°C) durant 7 minutes afin de fixer le cerveau. Aprés extraction de
I’encéphale, celui-ci est post-fix¢ dans la méme solution de PAF durant 4 heures. La
cryoprotection des cerveaux va alors se faire en immergeant les cerveaux pendant 48 h dans
une solution de sucrose a 20% (tampon phosphate 0,1M ; pH 7,4 ; 4°C). Les cerveaux sont
ensuite congelés dans de 1’isopentane a - 40°C avant d’étre stockés dans un congélateur a -
80°C. Afin de procéder aux divers marquages histologiques, les cerveaux sont coupées a
I’aide d’un microtome placé dans un cryostat a -20°C. Les coupes destinées a étre montées sur
lames font 20 pm d’épaisseur (publication n°3) tandis que celles destinées aux marquages
immunohistologiques en puits font 40 um d’épaisseur (publication n°2). Les coupes montées
sur lames gélatinées sont congelées a -20°C, tandis que les coupes stockées en puits baignent
dans un milieu cryoprotectant (30% de glycérol, 30% d’ethyleneglycol et 40% de tampon
phosphate) et également placées a -20°C.

IV.2. Mesure de I’étendue des lésions

L’¢étendue des lésions entorhinales a été mesurée sur des coupes colorées au violet de crésyl
(Figure 30). Cette coloration révele notamment les corps de Nissl et colore ainsi intensément
les noyaux cellulaires et corps cellulaires, révélant par 1a-méme 1’organisation du tissu. Ainsi,
le cortex entorhinal prend normalement 1’apparence d’une structure organisée en quatre
couches cellulaires. Aprés I1ésion, cette organisation en couches est abolie et la majorité des
grosses particules (principalement des noyaux neuronaux) est remplacée par des petites
particules diffuses traduisant la présence de débris cellulaires et de cellules gliales réactives.
Apres trois ringages a I’eau distillée, les coupes baignent 5 minutes dans du violet de crésyl
chauffé a 50°C. Les coupes sont ensuite rincées dans de 1’eau distillée, puis subissent une
différentiation dans une solution d’alcool-acide. Elles sont enfin déshydratées dans des bains
d’alcool de concentrations croissantes avant d’étre montées sous lamelle dans un milieu
d’inclusion (Eukitt) permettant leur observation au microscope optique.

Apres prise d’image au microscope (Olympus Vanox AHBT3; camera, Olympus DP70; objective,
Olympus DPIan x4), le pourcentage de Iésion est déterminé en mesurant avec le logiciel Image
J (Image Processing and Analysis in Java, National Institutes of Health) le rapport entre la
partie 1ésée et la partie intacte du cortex entorhinal sur 20 niveaux dorso-ventraux successifs
allant de -2,04mm a -5,04mm sous le point Bregma. Ces pourcentages de lésion ont été
déterminés spécifiquement pour le cortex entorhinal médian et le cortex entorhinal latéral. Les
animaux sans lésion significative, avec des lésions unilatérales ou s’étendant dans les
structures adjacentes (généralement le subiculum, le cortex périrhinal et le cortex postrhinal)
ont été exclus des analyses statistiques.
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Figure 30 : exemple de coloration au violet de crésyl.

lésé témoin

MEC

IV.3. Révélation de P’activité de ’acétylcholinestérase (AChE).

La révélation de Dl’activit¢ de ’AChE (I’enzyme de dégradation de I’acétylcholine), est
classiquement utilisée pour mesurer les réorganisations cholinergiques hippocampiques apres
Iésion entorhinale, I’AChE étant majoritairement exprimée au niveau des terminaisons
synaptiques des neurones cholinergiques (Lynch & Cotman 1972). Dans une premiere étape
d’incubation, les coupes montées sur lame sont rincées a 1’eau distillée, puis incubées pendant
18 h dans une solution mére chauffée a 37°C. Cette solution d’incubation est composée de
glycine, de sulfate de cuivre (CuSO4, 5 H20), d’acétate de sodium, d’iso-ompa (inhibiteur
des cholinestérases non spécifiques telle que la BChE) et enfin de I’acétylthiocholine iodique,
un substrat pour I’AChE. Durant la seconde étape de révélation, le produit de dégradation de
I’activité enzymatique de I’AChE est révél¢ par un bain de sulfure de sodium (8mM) générant
une coloration brune qui est fonction de I’activit¢é de ’enzyme. Pour finir, les coupes
subissent des bains d’alcool de concentration croissante avant d’étre montées sous lamelle
dans un milieu d’inclusion (Eukitt).

L’évaluation de I’activité de I’AChE est faite par mesure de densité optique (Image J) sur des
photos de coupes prises au microscope au grossissement x4 (Olympus Vanox AHBTS3;
camera, Olympus DP70; objective, Olympus DPIan x4). La densité optique (DO) est mesurée
dans les mémes 16 régions d’intérét que celles choisies pour les analyses de densité
d’innervation glutamatergique et cholinergique (Figure 31 ; tableau 11). La densité a été
calculée a partir de trois mesures (prises dans des cadres de 10*10um de c6té) par coupe et
par région d’intérét, le tout répété sur trois coupes espacées de 140 pm. Ces mesures sont
ensuite moyennées par région d’intérét et la moyenne des valeurs de références prises au
niveau du corps calleux est soustraite au signal. En effet, le corps calleux ne contenant pas
d’AChE, la densit¢ de marquage de cette zone sert de valeur contrdle (marquage non-
spécifique) soustraite aux mesures prises dans les couches d’intérét.

Cependant, I’AChE pouvant étre exprimée dans des tissus non-cholinergiques au cours du
développement, elle pourrait ne pas étre un marqueur cholinergique suffisamment spécifique
(Aubert et al. 1994). Nous avons donc décidé d’utiliser essentiellement le marquage
immunohistochimique des vésicules de transport de 1’acétylcholine pour déterminer avec une
plus grande spécificité I’étendue des réorganisations synaptiques cholinergiques déclenchées
par les 1ésions entorhinales.
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IV.4. Marquages immunohistochimiques

Afin d’étudier les réorganisations synaptiques, nous avons utilis¢é principalement deux
marqueurs des vésicules présynaptiques (Figure 31): VAChT (terminaisons cholinergiques) et
VGLUT1 (transporteur vésiculaire 1 du glutamate ; terminaisons glutamatergiques). Le
VGLUTI a été sélectionné car il permettrait de marquer spécifiquement les terminaisons des
neurones principaux corticaux et hippocampiques (Fremeau et al. 2004) et non les
terminaisons des interneurones hippocampiques (VGLUT3) ou les afférences sous-corticales
(VGLUT2).

Les lames avec les coupes destinées aux marquages immunohistochimiques sont rincées trois
fois pendant 10 minutes dans du PBS de manicre a éliminer les poussicres et réhydrater les
coupes. Les lames sont ensuite incubées pendant 30 minutes a 80°C dans une solution de
citrate de sodium (1,29g dilu¢ dans 500mL d’eau ultra-pure ; pH 7,4). Cette incubation permet
de dissoudre les ponts de paraformaldéhyde qui pourraient masquer les antigénes d’intérét.
Ensuite, les lames sont incubées pendant 2 h dans du sérum d’ane (Biowest, Nuaillé, France),
dilué a 10% dans du PBS afin de bloquer les sites non-spécifiques. Les lames sont ensuite
incubées a température ambiante pendant 18 h avec ’anticorps primaire dilué dans du PBS
contenant 2% de sérum d’ane (tableau 10).

Tableau 10 : Principaux anticorps utilisés dans le cadre de cette thése :

Antigénes Espéce hote Dilution Fournisseur \
VACH o v S Srean it Gamany
VGITI C&c(ﬁ;glg;llic)ie 1/1000 Synaptic Systlgg,:(iggtiggzn, Germany ;

Lapin Ane 1/1000 Life technoIl{oeg:,;i:efA I}ggiel(;llllllirr I;rsos‘tjeA_S’; 1Asl;‘tz)in, France ;
Cochon d’Inde chévre 1/1000 Life technoIl{oe gfl ?Zﬁg?;ﬁii@? GA_Slt ﬁ)l;‘t;in, France ;
Souris Ane 1/1000 Life technologies Molecular Probe, St Aubin, France ;

Ref': Alexa Fluor 488, A-21202

Aprés I’incubation avec 1’anticorps primaire, les coupes sont rincées trois fois pendant 10
minutes dans du PBS de maniére a éliminer 1’excédent d’anticorps primaire. Les coupes sont
alors incubées pendant 2h dans une solution contenant 1’anticorps secondaire dirigé contre
I’espece de ’anticorps primaire. Enfin, les coupes sont rincées trois fois pendant 10 minutes
dans du PBS de maniére a éliminer 1’excédent d’anticorps secondaire, puis elles sont montées
dans un milieu d’inclusion contenant du Dapi afin de marquer les couches cellulaires allant
servir de repére pour la prise d’image (Dapi Fluoromount-G; Southern Biotech ;
Birmingham, AL, USA).
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Figure 30 : exemple de marquage VGLUTI et VAChT.

Souris témoin Souris 1ésée

I : Terminaisons
Terminaison entorhinales

entarhinale

Exemple typique du marquage immunohistochimique obtenu au niveau du gyrus denté de
I’hippocampe (DG, délimité en poitillé blancs) avec le marquage des protéines VGLUT1
(rouge) et VAChT (vert) ainsi qu’avec un contre-marquage au Dapi (bleu). Le marquage Dapi
permet de réveller les noyaux cellulaires et ainsi révele 1’organisation caractéristique de la
couche principale du gyrus denté On observe chez 1’animal 1ésé une perte partielle de la
densité de terminaisons VGLUT1-positives qui est associé¢ avec 1’augmentation de la densité
de terminaisons VAChT-positives.

Prise d’image

Les images destinées aux quantifications de VAChT et VGLUTI ont été prises avec un
microscope droit de marque Zeiss doté d’une plate-forme motorisée (Axio Imager 2 ; Carl
Zeiss SAS, Le Pecq, France ; caméra StradView HDW-CAM-1368), le tout au grossissement
x40. Les images ont été prises pour chacune des régions d’intérét (Figure 32 ; Tableau 11).
Seul I’hippocampe dorsal a été quantifié, nos lésions entorhinales induisant spécifiquement
des troubles de cognition spatiale. L’ensemble des paramétres de prise d’image (intensité de
la source lumineuse, gain, ambiance lumineuse dans la piece) a ét¢ maintenu constant pour
toutes les prises d’image d’un marquage donnée.

Quantification de la densité d’innervation cholinergique (VAChT)
Les quantifications de la densité de I’innervation cholinergique ont ét¢ menées avec le logiciel
Image J sur les images apres soustraction du bruit de fond suivi d’un seuillage automatisé. La
densité de marquage VAChT traduisant la présence de fibres et terminaisons cholinergiques a
alors ét¢ mesurée en termes de pourcentage de 1’aire couverte par le marquage apres seuillage,
a raison de trois mesures prises sur quarte coupes espacées de 120um par région d’intérét. Ces
mesures sont ensuite ét¢é moyennées par région d’intérét et par hémisphere avant d’étre
exprimées en terme d’indice de la densité chez les souris contrdles respectives (par délai,
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génotype et sexe) afin d’extraire spécifiquement la composante liée aux réorganisations
synaptiques des effets induits par I’age, le sexe ou le génotype.

Figure 32 : Principales régions d’intérét étudiées dans le cadre de cette thése
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Les réorganisations synaptiques ont été quantifiées dans les couches synaptiques des quatre sous-
régions hippocampiques (DG, CA3, CA2, CAIl). Les fleches noires partant des corps cellulaires
matérialisent les principales cibles des projections sortant de chaque région (celles-ci sont détaillées
sous chaque schéma). Dans chaque insert apparait a droite le nom des couches qui ont été quantifiées
(orange), cependant les couches granulaires et pyramidales n’ont pas été incluses dans les analyses.
Ainsi, les quantifications ont été menées dans 16 régions d’intérét. Dans chaque insert apparaissent a
gauche les zones d’origine des principales entrées excitatrices : CEL, cortex entorhinal latéral ; CEM,
cortex entorhinal meédian; DG, gyrus denté; OML, couche moléculaire externe; MML, couche
moleculaire médiane ; IML, couche moléculaire interne ; Hile ; oLM, Stratum Lacunosum-moleculare
externe ; iLM, Lacunosum-moleculare externe ; RAD, stratum radiatum ; SL, stratum lucidium ; OR,
stratum oriens ; LM, Lacunosum-moleculare.

Quantification de la densité d’innervation glutamatergique principale (VGLUTI)

La densité d’innervation glutamatergique dans chacune des régions d’intérét a €té estimée par
le logiciel Image] avec la méme stratégie d’échantillonnage que pour les densités
cholinergiques (cadre de mesure de 10*10um, trois mesures par coupe sur 4 coupes).
Cependant, le marquage glutamatergique étant beaucoup plus dense que le marquage
cholinergique, la densité d’innervation glutamatergique a été mesuré en termes d’intensité
d’immunofluorescence émise apres soustraction du signal mesuré au niveau du corps calleux.
Comme pour les densités cholinergiques, les mesures ont ensuite €t¢ moyennées par
hémisphere et exprimées en termes d’indice de densité chez les souris témoins respectives.
L’avantage du marquage VGLUT1, comparativement au marquage synaptophysine, est qu’il
permet de cibler uniquement des synapses glutamatergiques des neurones principaux,
permettant ainsi de poser des hypothéses sur I’origine des terminaisons (Tableau 11). En effet,
les réseaux de la formation hippocampique sont relativement bien décrits et VGLUT] serait
spécifiquement exprimé dans les terminaisons en provenance des neurones principaux
corticaux et hippocampiques (Fremeau et al. 2004). Ainsi, les résultats ne devraient pas
traduire de réorganisation d’entrées sous-corticales (plutét VGIluT2-positives) ou d’autres
phénotypes neurochimiques (non-glutamatergiques).
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Tableau 11 : Régions d’intérét pour la mesure des réorganisations synaptiques

Région Région d’intérét Origine principale des terminaisons VGLUT1+
Hile Collatérales des fibres moussues > projections en retour de CA3
Gyrus IML (moléculaire interne) Terminaisons commissurales & associatives (cellules moussues)
denté MML (moléculaire médiane) Voies perforantes médianes (entorhinal médian ; couche II)
OML (moléculaire externe) Voies perforantes latérales (entorhinal latéral ; couche II)
OR (Stratum oriens) Terminaisons des fibres moussues, projections en retour de CA2
SL (Stratum lucidum) Terminaisons des fibres moussues
RAD (Stratum radiatum) Terminaisons récurrentes (cellules pyramidales de CA3)
CA3 ELY (lacur;g.:grn;er)noleculare- Voies perforantes médianes (entorhinal médian ; couche II)
oLM (lacuzzigrizgoleculare- Voies perforantes latérales (entorhinal latéral ; couche II)
OR (Stratum oriens) Collatérales de Schae’ffer (cellules pyramidales de CA3)
et récurrentes de CA2
RAD (Stratum radiatum) Collatérales de Schae’ffer (cellules pyramidales de CA3)
CA2 et récurrentes de CA2
iILM (lacu;;rolieurize;;wleculare— Voies perforantes médianes (entorhinal médian ; couche II)
R (lacuzgf:rrnngoleculare— Voies perforantes latérales (entorhinal latéral ; couche II)
OR (Stratum oriens) Projections des cellules pyramidales de CA2>CA3
RAD (Stratum radiatum) Collatérales de Schaeffer (cellules pyramidales de CA3)
CAl - : :
LM (Stratum lacunosum Terminaisons des voies temporo-ammoniques
moleculare) (cortex entorhinal latéral et médian ; couche III)
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Etude n°1

L’effet cognitif pléiotropique antagoniste de ’APOE4
Est-il présent chez la Souris transgénique ?

Cette premicre étude visait a évaluer si l’allele APOE4 induit un effet cognitif
bénéfique chez de jeunes souris. Pour ce faire, nous avons évalué les performances de souris
transgéniques agées de 3 mois dans une tache de navigation spatiale (piscine de Morris). Ce
travail a fait I’objet d’une publication ou j’apparais en tant que co-premier auteur, cette étude
ayant été menées en collaboration avec Pierre-Henri Moreau, un étudiant qui finissait alors sa

thése au laboratoire sous la direction de Chantal Mathis.

127



CONTRIBUTION EXPERIMENTALES

L’effet pléiotropique antagoniste de I’APOE4

L’effet cognitif pléiotropique antagoniste de I’APOE4
Est-il présent chez la Souris transgénique ?

Contexte scientifique

Chez I’homme, la présence de 1’allele APOE4 est souvent associée au développement de
déficits cognitifs, notamment en mémoire épisodique (Liu et al. 2010), ainsi qu’en
reconnaissance d’objets et en navigation spatiale (Berteau-Pavy et al. 2007). Cependant, il a
¢galement été suggéré qu’en début de vie, ’APOE4 exercerait plutdt une influence positive
sur le développement cognitif durant la petite enfance (Oria et al. 2005). De plus, ’APOE4
resterait associé a de meilleures performances cognitives jusqu’au stade de jeune adulte d’une
vingtaine d’années (Puttonen et al. 2003 ; Mondadori et al. 2007). Ainsi, ce ne serait qu’avec
le vieillissement que I’APOE4 deviendrait détrimentaire, notamment parce que cet allcle
favorise le développement de pathologies neurodégénératives telles que les DTA (Practorius
et al. 2013 ; Foster et al. 2013). Le maintien d’un allele par la sélection naturelle en raison
d’un effet positif en début de vie malgré une influence négative sur le vieillissement a été
conceptualisé en tant qu’effet « pléiotropique antagoniste » par le biologiste George C.
Williams (1957). Cependant, de par la variabilité inhérente aux études menées chez I’Homme,
cet effet facilitateur de I’APOE4 sur la cognition chez I’individu jeune reste discuté (Ihle et al.
2012). Or, une meilleure compréhension des effets cognitifs complexes de ’APOE4 au cours

de la vie permettrait de mieux cerner I’influence de cet all¢le.

La Souris transgénique exprimant ’4APOE4 humaine représente une alternative pour évaluer
les effets cognitifs de I’APOE4 en fonction de 1’age. Au moment ou débutait cette thése, les
¢tudes menées chez la Souris transgénique jeune adulte étaient plutot rares et concluaient
généralement a une absence d’effets cognitifs marqués (Raber et al. 1998 ; Grootendorst et al.

2004 ; Belinson et al. 2008). En effet, 1’essentiel des études sur les souris APOE4 se
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focalisaient sur I’¢tude des effets déléteres de I’APOE4 chez des souris adultes de 6-8 mois ou
d’age « moyen » plus avancé (middle-aged ; 11-16 mois). Si on met de coté les études portant
sur des modeles n’exprimant pas I’APOE de maniére physiologique (Raber et al. 2000 ;
Hartman et al. 2001 ; Van Meer et al. 2007), il apparait que ’APOE4 induit chez la Souris
des déficits modérées dés 4-5 mois en localisation d’objet, notamment chez les femelles
(Grootendorst et al. 2004) qui s’étendent vers 16 mois a la mémoire de référence spatiale et la
mémoire de travail (Bour et al. 2008). Ainsi, au moment ou ce travail débutait, aucune étude
n’avait vraiment évalué la possibilit¢ d’un effet pléiotropique antagoniste sur la cognition
chez la Souris jeune. Or, les ApoE humaines induiraient une partie de leurs effets via leurs
interactions avec le métabolisme de I’APP. L’holoprotéine de I’APP tout comme ses
fragments bioactifs jouent de nombreux rdle dans la synaptogénése, la plasticité synaptique et
la neuroprotection (Chasseigneaux & Allinquant 2012). Il est donc possible que les effets
cognitifs de ’APOE4 soient également influencés par le niveau d’expression de I’APP. 11 est
¢galement envisageable que les effets de I’APOE4 nécessitent des interactions
protéines/protéines avec I’APP qui pourrait se produire de manicre optimale qu’en présence

des isoformes humains des deux protéines.

Objectif de I’étude

Pour déterminer si I’effet facilitateur de ’APOE4 sur la cognition existe chez 1’animal jeune,
nous avons donc étudié un modele de souris transgéniques hAPP/APOE (Kornecook et al.
2009). En effet, dans cette lignée, les souris expriment soit I’ApoE3 soit I’ApoE4 humaines a
la place de I’ApoE murine, et, en plus de I’APP murine, elles expriment une copie
supplémentaire d’APP humaine normale (sans mutations liées a Alzheimer). Le méme type de
déficit li¢ a 1’age ayant été décrit chez la souris h4APP/APOE (Kornecook et al. 2009), ce
modele représentait potentiellement un intérét pour 1’évaluation des effets cognitifs de
I’APOE4. Chez I’homme, les effets négatifs de I’APOE4 au cours du vieillissement étant
spécifiques a certaines fonctions cognitives, notamment a la mémoire €pisodique (Liu et al.
2010) et particulierement a la navigation spatiale (Berteau-Pavy et al. 2007). Nous avons donc
cherché a mesurer I’influence de I’APOE4 sur les performances de navigation spatiale chez
I’animal jeune adulte (3 mois) afin de déterminer si les fonctions négativement influencées

avec le vieillissement sont positivement modulées en début de vie.
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Publication n°1

Moreau P-H*., Bott J-B*., Zerbinatti C., Renger JJ., Kelche C., Cassel J-C., Mathis C.

*contribution égale (equal contributor)

ApoE4 confers better spatial memory than apoE3
in young adult hAPP-Yak/ApoE-TR mice.

Behav. Brain. Res. (2013), 243 :1-5.
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Iy oreder 1 st whether the daflferential hidden-plafoom per-
formuance were due 1o Slferences in andety bvels Berwesn the
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courlerpaits, The fwo penolypes squied the ek, but AP
Yo fapabd- TR mice appeeacid 10 ledsn in moe efliciently 8 ey
Further imparoved their learming peaformance and caf perfoameed
A PP-¥ac fapeE - TR anice o usi reg e prgbe teial, Thee grse o 4 squtial
lrategy 1o Tiesd e Dl ey pllag o en weas made peoecaings| in IAFP-
Ve fap b TR amiiees o i g £rassni ngg anad prohee trial s, wilie T iniggpes 5
a specific effect on navigational learming and memory. Boch groups
whirvwes] sinilar velosities (Froumlond tessing ad peslonmed sim
iLag by vl i Bl v Bl panToem Lk soigresting (hat i lTererced
in hidders-placloam peeloimene weede nal Pelated e difleremoes in
saTory-mobor abilites o other confounding facrors like motiva-
tiore Similardy o what was foind in older WPP-YaclapoE lemale
mice | 15] in diferent settings, RAPP - Yaclapo EA- TR male mice were
slightly less active than PP Yoolape3- TR mice during the first
hour spent in g new e romment and during the 21 h ssssion alier
habinaation fo Ehe activilty Sevice, Irte restingly. AP YacLapoEd
TR mice were also less active during the free swim habluation trial,
but o darkng subsegoent waber mae traming. € i nolevsorthy
that despite their terdenoy for a reduced activitg, WAFF-YaclapoEd
TR mice did shaw imiproved latencoy perfommance by the end of the
hidden platform training ferestinghy reduced bocomotor activ
ity was also foursd i male amd Female agold TR mice [1504)
it Bhe i Fueasind imndaboed 0 Ehid GpeE (scledim-dependeiit
elflect gemaan unknoswn, Sirmilar perfosmances o Che Girst hyee
ilays ef the fparial rask imdicare that thet mowse lines did nod
dilfer im the early stages of leaming. especially in mastering the
eSOy modor fequidersents of the task (e, Sedmming. platfoem
elimmbingk Therefore, the most empling explamation Fop betie
learning amd memary perfonmances in WAPP-YacjapoEd-TR mice
i% a greater dficeEncy in mechansems underiying spatial infonma-
tion processing. Alvamatively, increased aenticn could also lead
1 better environment knowiedge and more acomabe searching
al the platforme Finally, & comtribution of slighthy redueed ansi
ey levels io i e impeoved spatial nev galion performances of Ehe
yountg, made ht PP Yacfapokd - TE mice cannot be excluded Because
increased leamang with higher anseny levels have been provi-
crisly st i G- 23 months old female apofd-TE mice [ 14] when
data are collapend Jnoes aReE, I S5EMS IMPOLane o emphe
here that che Laver «ffects were obtained with sex model and
ages d IEering from the present shsdy. Each of these differences
might hawve contributed fo the partioular pattem of apok isofcom
dependent ellects on cognidion and anxietyobiained in young male
WAPP YaciapoE TR expecially in cegad of (i) the specilicity of our
#flect on Bl learniveg ansd oy, [9) e Lok of genolyps &
Feferces on mom-oonilive aspects of the Lk (e swim speed,
initial i veEent ) (i8] the wnyd apsE isoloems micalyillitegd
arudety levels, The Litter also sugests thar lugeher stuadies galing
inba accoinl ses g, ernaanimental Lctors (g, dilletent Poaii-
ing conaditiors) ane reguined oo clarily e exaon comiri Bution of the

134

nedidation of ancdety levels By apok isolormes on cogrilive -
Teamanaes in eachol thise apokE modsls

This i ghwe Niew snwly 1o iRy a selective Denelcial eTec
of rhe ANE-i allele compared ot APOE-03 allele o spa-
tial bearning and memory in a mouse apoE model. These elfeas
were found in mowse lines expeessing both homan spel and
Ieman APFF, Intetestngly, apobd expeimsion in apoE-TR mice is
ansiciated with inegroved NMDA-dependent Jong tem poberii-
atian (LTR) inothe Fappocanapal CAN of wounsg (2-5 menzhs), Bl
not cdder mice | 22,23 This effect was relaced o an activation of
the EEK signaling patbway presumably through an imteraction of
apoEd with lipoprogein recepiors |37, Such fmdings are particu
larhy selevant o the present work a5 NMOA - dependent synapiic
plasticity s activation of the ERE cascade is oaitical to spatial
meemnory formation | 24). Therefore, in BAFP-YaclapoF4-TH mice,
the human AP gene added toibe apoEd- TR background may have
potentiated an alresdy exising but moderate positive eflect of
apaEA om mechanissns endeslying hippocampal deperslent mem:
oy proceses which B consistent with the small positive apeisd
elfect restricied 1o waler mise leamng pesfommance in apab
TR rice [12] AFF onvemexpression el might have potestiated
interactions between AFF amel apef, possibly diomgh lipogee-
el Pecrplor &, and fod Eored enitical prolen- prohan inbe scHons
beraveen haman APP and haman apok isoloms

The exterdd to which the impsovesd spatial memery of hAFP:
YacfapaEA-TR mice sepdolugim thee Berselicial oflec of APOHE-i4
Temirid con cogmitive pledmances i ourgg Sl hismaens B ddilioal
o evaluare. The first redson is char the wide variety of newro-
paychological tasks in which thess positive ellecns were reporied
cannoi be ransposed io animals The second reason s ihat ibe
ellect of AP . o4 on spatiall navigation performances bus not been
pesded yet in yoursg sdulis. & deleterions ellec has been repeatedly
sk in older sdules | 2526 and only once in - [ yarsald chil
dren [ 23] when navigational place leaming ks not fully developed
| 2E]. Bbowewer, eptsodic memory, whikch depends onucially on ihe
higpocamgius and aso kncludes spatial com ponents of memorized
evenis, s improved |nyoung ad ult APOE o4 carriers, while imgpained
im older adulis |5.29]

Givery Uhat WAPP- Yac fapol TR mice shivw a deleterions effect of
AP s e cogmiEioa aF Lifed dges | 101 the bemediciil elBec of APMOE-
o v ss APDE-£ 3 oncognitive performsanees of young aduh hAPP-
YacfapaE-TR mice peovides an experimental agament in Lavoer of
the aniagonistic peeicaropic flect hyporhesis, This model sppears
ai g valniatde foo] o study the Biologgcal mecharmisins imvolved in
P ifTerential o Mecrs of Jpabd on cosmnilion aver lile,

Acknowledgements

We thank leds Cosme Dodart Tor his belp in imiiating the
present workl smgd Eise Vo Sog techinical assistance, Thisworlk was
suipe Dl Bty @ grant Froem Alssce Alrtwsmer Haur-Bhin (681 grad-
wabe ellowrthips Trom the Bigon Al [PHM) and the Ministone
de FErswigrermend Supdious of de L Kec herche [|BERL and by b
Lrswer st f Je Seppdlnmy aond 1l Centse Mational she 13 Beclserche
Seisrifigue.

Appendix A, Supplementary data

Suppdementary data aesociated with this article canbe Mowd, in
Ui onli e wer sican, il B (ddoion g/ IOV OAG b be. 20T 200 204 R

Releremces

190 Dty DLW v VR, P A, Sy [, My d O Wighe AFer al Cogpmisiys
abarge ard the AP E eprdlon 4 S8k, Mt SO00 A DR G300 917



CONTRIBUTIONS EXPERIMENTALES

L’effet pléiotropique antagoniste de I’APOE4

Discussion de I’étude n°1

Synthese des principaux résultats

Dans cette étude, les souris hAPP/APOE4 ont ¢été plus performantes que les souris
hAPP/APOE3 dans le test de la piscine de Morris.

Durant les 5 sessions d’apprentissage, les souris #4PP/APOE4 améliorent continuellement
leurs performances tandis que les h4PP/APOE3 atteignent un plateau a un niveau de
performances intermédiaire dés le troisiéme jour. Cet effet suggere que les h4PP/APOE4 sont
capables d’atteindre une précision de navigation spatiale supérieure a celle des h4APP/APOE3,
ce qui est confirmé par I’incidence des essais avec trajectoire directe vers la plate-forme (55%
chez les hAPP/APOE4 contre seulement 30% chez les h4APP/APOE?3). De plus, si lors du test
de rétention les souris des deux génotypes présentent une préférence pour le quadrant cible ou
¢tait localisée la plate-forme durant 1’apprentissage, la recherche des souris 74APP/APOE4 est
plus focalisée que celle des hAPP/APOE3. Comme les souris des deux génotypes ne différent
pas durant la version visible de la tache, les différences mesurées en cours de 1’évaluation de
I’apprentissage et du rappel de I’information spatiale ne s’expliqueraient probablement pas
par des différences en termes de motivation ou d’habilité motrice.

Ainsi, nos résultats suggerent que les souris hAPP/APOE4 jeunes ont de meilleures capacités
d’apprentissage et de navigation spatiale que les hAPP/APOE3, bien que cet effet reste
modéré.

Comparaison avec les études récentes menées chez les souris A POE4-tr

Si nos résultats suggerent que I’APOE4 induit bien une influence positive sur la cognition en
début de vie, dans le méme temps, d’autres équipes se sont intéressés aux performances
cognitives chez les souris APOE4 avec des résultats contrastés. Néanmoins, les mécanismes
supportant potentiellement cette modulation positive de la cognition spatiale par I’APOE4
restent encore obscurs.

Le groupe de Raber a ainsi récemment suggéré que de jeunes souris femelles APOE4-tr
présentent également un meilleur apprentissage dans la tdche de la piscine de Morris, bien que
leurs performances de rétentions restent comparables avec celles des souris APOE3-tr (Siegel
et al. 2012). D’un autre coté, en utilisant les mémes souris APOE-tr, le groupe de Rebeck a
trouvé chez de jeunes souris APOE4 des déficits subtils en labyrinthe de Barnes mais pas en
piscine de Morris (Rodriguez et al. 2013), ce qui suggere que le test labyrinthe de Barnes
pourrait étre plus sensible aux effets déléteres de ’APOE4 que la piscine de Morris.
Cependant, ces auteurs ayant mélangé¢ des souris des deux sexes, leurs résultats sont
difficilement comparables a ceux du groupe de Raber ou aux noétres. Enfin, le groupe de
Michaelson a récemment suggéré que les souris APOE4-tr males agées de 1 a 4 mois
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présentent des déficits dans une version séche de la tache de piscine de Morris avec
renforcement hydrique (Liraz et al. 2013). Cependant, ce résultat manque de robustesse en
I’absence d’un test de rétention mnésique. De plus, les auteurs admettent que les souris
APOE4 sont plus lentes a trouver leur renforgateur hydrique uniquement durant le dernier
essai quotidien sur quatre. Or, les souris ayant déja recu 0,3ml de renforcateur, cet effet
pourrait n’étre qu’un artefact produit par une réduction accélérée de motivation, les souris
étant potentiellement déja a satiété lors de ce quatriéme essai. Quoi qu’il en soit, nous avons
posé I’hypothése originale que 1’effet pléiotropique antagoniste de ’APOE4 nécessiterait
I’interaction protéine/protéine directe avec I’APP humaine, ce qui ferait alors des souris
transgéniques hAPP/APOE un mode¢le de choix pour étudier les effets cognitifs de I’APOE4
de facon plus proche de ’Homme tout au long des ages.

Mécanismes potentiels

A T’heure actuelle, les mécanismes sous-tendant 1’effet facilitateurs de ’APOE4 restent
encore a déterminer. Cependant, il a été rapporté que les souris APOE4 agées de deux mois
auraient une facilitation de la mise en place de la LTP (Kitamura et al 2004), un effet qui
disparaitrait vers 6 mois et dépendrait notamment de ’activation des voies de signalisation
ERK (Extracellular signal-regulated kinase) modulant notamment 1’expression des récepteurs
NMDA (Korwek et al. 2009). Un tel effet pourrait avoir contribué a nos résultats, sachant que
la plasticité¢ dépendant d’ERK et des récepteurs NMDA est critique pour la mémoire spatiale
(Nakazawa et al. 2004) et que I’APP et ses métabolites sont mobilisés par [’activité
synaptique (Cirrito et al. 2005 ; Brody et al. 2008) notamment afin de favoriser la mise en
place de la LTP et des apprentissages mnésiques (Puzzo et al. 2008 ; Garcia-Osta et al. 2009).

Conclusion

Bien que les capacités de navigation spatiales n’aient pas encore ¢té évaluées chez de jeunes
adultes humain porteurs de I’APOE4, elles sont sensibles a la présence de cet alléle au cours
du vieillissement, chez ’Homme (Laczo et al. 2010 ; Berteau-Pavy et al. 2007) comme chez
la Souris (Bour et al. 2008). Ainsi, certains aspects des capacités de navigation spatiale
pourraient-elles également étres favorisées chez les jeunes sujets humains porteurs de
I’APOE4. En effet, une telle pléiotropie antagoniste sur les capacités de mémoire spatiale
pourrait en effet contribuer aux meilleures performances épisodiques décrites chez le jeune
sujet (Mondadori et al. 2007 ; Nilsson et al. 2006), la mémoire épisodique contenant une forte
composante spatiale et mobilisant également fortement les circuits hippocampiques.

En conclusion, il apparait que I’effet pléiotropique antagoniste de I’APOE4 ayant été rapporté
chez ’'Homme puisse se retrouver dans certaines conditions chez la Souris. Globalement, le
modele nAPP/APOE semble reproduire de maniere particulierement satisfaisante les effets
cognitifs contrastés de I’APOE4, que ce soit I’effet facilitateur chez le jeune adulte (présente
publication) ou I’apparition progressive de déficits mnésiques avec 1’age (Kornecook et al.
2009).
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Etude n°2

La lésion partielle du cortex entorhinal est-elle associée a des déficits
mnésiques exacerbés chez les souris hAPP/APOE4 ?

La précédente étude a permis de montrer que ’APOE4 induit une influence positive
modérée sur la mémoire spatiale chez la Souris #4APP/APOE jeune. Comme chez I’homme
I’APOE4 induirait également des effets déléteres dans le cadre du vieillissement pathologique
et plus particulierement du MCI, nous avons cherché a déterminer si la Souris hAPP/APOE4

middle-aged est cognitivement plus sensible a la présence d’une atteinte du cortex entorhinal.
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La lésion partielle du cortex entorhinal est-elle associée a des
déficits mnésiques exacerbés chez les souris A APP/APOE4 ?

Contexte scientifique

La déclaration clinique des DTA est souvent précédée d’une phase de troubles cognitifs 1égers
(MCI). Cette phase précoce est notamment caractérisée par des pertes de neurones
entorhinaux (Gomez-Isla et al. 1996 ; Kordower et al. 2001). Ces pertes neuronales partielles
entrainent une réduction des voies perforantes innervant 1’hippocampe (Kalus et al. 2006)
causant des pertes synaptiques dans le DG qui sont fortement corrélées a la progression des
troubles cognitifs (Hamos et al. 1989 ; Masliah et al. 1994 ; Heinonen et al. 1995 ; Sze et al.
1997 ; Scheff et al. 2006). Ces pertes synaptiques partielles isoleraient ainsi I’hippocampe
d’une partie de ses entrées, une situation qui a été conceptualisée en tant que « syndrome de
déconnexion hippocampique » (Hyman et al. 1984).

Les individus porteurs de I’allele APOE4 ont plus de risque de développer un MCI (Brainerd
et al. 2013), présentent moins de rémission cognitive durant le MCI (Koepsell et al. 2012 ;
Kudrnovsky-Moser et al. 2013 ; Roberts et al. 2013), et convertissent plus facilement vers la
démence (Xu et al. 2013).

De manicre générale, les effets négatifs de ’APOE4 semblent étre spécifiques aux phases
précoces de la pathologie et notamment au MCI (Cosentino et al. 2008 ; Foster et al. 2013).
En effet, ’APOE4 est un facteur de risque important pour le développement d’un MCI, mais
sans influencer le risque de transition vers la démence (Brainerd et al. 2013), sauf en cas
d’homozygotie (Xu et al. 2013). De plus, aprés la déclaration de la démence, ’APOE4
n’accélérerait pas 1’avancée de la pathologie (Corder et al. 1995 : Growdon et al. 1996),
méme en prenant en compte les homozygotes (Dal Forno et al. 1996). De maniére
surprenante, 1’allele APOE4 pourrait méme ralentir la progression de la pathologie durant les
phases plus avancées de démence (Hoyt et al. 2005).

En plus de ces effets, I’APOE4 induirait également 1’apparition de déficits spécifiques dans
les DTA, indiquant potentiellement le recrutement de mécanismes pathologiques uniques a
cet allele. Ainsi, chez les porteurs de I’APOE4, les réseaux du lobe temporal médian incluant
la formation hippocampique seraient plus particulierement touchés en lien avec des troubles a
prédominance mnésique, tandis que les non-porteurs auraient plutdt des déficits de mémoire
de travail, de controle exécutif et d’acceés lexical en association avec des atteintes a

134



CONTRIBUTIONS EXPERIMENTALES

APOE4 et sensibilité exacerbée a la lésion entorhinale

prédominance fronto-pariétale (Wolk et al. 2010). Plus précisément, les patients MCI APOE4
présenteraient des troubles de reconnaissance d’objets et de navigation spatiale, ces-derniers
n’apparaissant que dans les stades plus avancés de la pathologie chez les non-porteurs
(Berteau-Pavy et al. 2007 ; Laczo et al. 2010).

Objectifs de I’étude

Pris ensemble, ces arguments suggerent que différents mécanismes sont a 1’ceuvre durant les
phases de MCI par rapport aux phases suivantes de démence et que I’APOE4 induit son effet
négatif spécifiquement sur les phénomenes caractérisant le MCI. Les déficits spontanés liés a
I’age des souris APOE4 étant plutdt modérés, nous avons reproduit chez nos souris
hAPP/APOE4 et hAPP/APOE3 la perte d’environ la moitié des neurones entorhinaux qui
caractérise le MCI (Gomez-Isla et al. 1996). En effet, les souris transgéniques APOE4
n’expriment pas spontanément de pertes neuronales entorhinales marqués.

Afin de déterminer quels sont les effets de ’APOE4 sur les conséquences fonctionnelles de
ces lésions bilatérales partielles du cortex entorhinal induites a 1’age de 11 mois, nous avons
évalué les souris dans différentes tdches impliquant des formes de mémoires recrutant la
formation hippocampique et connues pour étre perturbées précocement chez le patient :
reconnaissance et localisation d’objets (Hampstead et al. 2011), discrimination olfactive
(Djordjevic et al. 2008) et navigation spatiale (Hort et al. 2007 ; Laczo et al. 2009). Enfin, a
I’issue de ce phénotypage comportemental, nous avons mesuré les densités synaptiques
(marquage synaptophysine) ainsi que I’ampleur du bourgeonnement cholinergique (marquage
VAChHT) au niveau du DG de I"hippocampe dorsal.
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et risk Ceorod fod RSC] {Sachdey & 3L, D012 ] 3ind sibsaqileEnt
cramesitecn oo AD (Petersen 0 al, 1985, Elooroanszizabal Mamin
et al, 20001 % Interestinghy, aged APDES carmeers show a greater
atrogplny of the DG=CAT pegion { Muoelker and Weiner, 2005, Mueller
et al, 20087 which could indikcate exacertabed zenmibility fo the
loss of EC inpuzs. Funtbsrmere, MO patsems cammying APOES show
agpravaied spatial navigateon impamment {laceo e al, 20010
Biowever, becaose of the pheiotropic influences of Apok | Bu, 2005],
the mechanistic link among AFOE, neuronal loss in the BC, and
navigation deficns remains ambigaoas. MO often preoedes AD in
AP carriers; thus, i is ol patioolar inberest bo better understand
the compensatony mechanisms soonciated with MO, because this
condition could be 3 unigue femporal wamdow io develop appro-
priaie disegse-modilying therapies, 3 decales Before (he onsel of AD.
The repeeistive failures of clircal mals largeting mild 8o moderate
AD sugpest That AMCT mighd represent She Libed opporiunity bo Lreal
A Sellose, 2012, Becagise AD patsents with AFOES il mmpained
mevEnedl pemodeling (Arendr et al, 15897 e MO patiens sk
AP shere lefd Tevetsion 10 nommal cognition [Eoepardl and
Monsell, 20025 it s possble thal some of Elhe pathologic eflfecis of
APDEE are meddiated by impaired compenssory  mechanisms,
Interestinghy, AMHS fransgenk mice with unilateral EC kesions
dicplayed delayped symaphic reorganization [Wiite =0 al. 20h]
compared with APET mice. Morsover, AFGE ransgenic mice alio
shirved  peduced  vpregulation of setykiholmesterase [AChE]
activity alter such snilaterall DG bessons | Blain et 4l 2006 Hioweyer,
in bestly stuslies, the copniliee status of Ehe leianed APOE mice wi
mol evabuited We theeelone lypoitheaced that cholmergic plas-
Eiciy iy the DG afer EC leswons comhd represent one of the
conTi s oy e hamiom irgueieed by AP whsch mighe lead @
actelerabes] agunigd reermeny declise, To tesd thin Inypoihe we
vrised & e douhly Brinsneeed, modsr model harborasg btk the
APGES of APOED allele amd the nonmutaied human asglosl
precused protein (AFF) peme, This, the genescs of these mice are
Clset b these Townd in spesadic AD than are the genetics of single
APDE-TR mace of those ramsgens for mixated human APF
[ Korreecook ot al, 2000) Middke-age mice with parsal bilateral EC
ks were fested in several memody tasks, and their 00 region
wias sukcequently analyped for SyTpc Teorganication. We report
chat EC lesions selectively sxacerhated the naogatea delicis in
AP mice companed willh APGET mice aml thal thn greater
Empainment was Jasesisted wilh 3 greater synapic bees gl
fedhiced cholirseigic fenigasacation i the DL

L Mrethods
ZIL Animzis

We used 11-maonth-old RAPFApoED (APDET) and hAPRApoES
[AFOEA] male mice. Thiese mouss [knes wene generated at Taconic
Farmn [Germamiovem, NY, U5A] by crossing RAPPYALC mice {Lamib
et al. 1997 amd APGE-TH mice (Sullivan et al, 2004] on a
CHTBLIENTH hackground [ Komecook =8 al, 2080 Thess mice
ooexpress homan ApoEd or Apadd instead of murine Apsf and
mormal buman APP, in addiion o mouse APP Baman Apols are
expressed at plysiclogical levels under (he control of ihe murine
promoter [largeted-replicement mice, Sullivam of al, J004],
Foamal kuaman AFF &5 expeessed thogagh che iesenicen of 2 yeas
arificial cheomasome [Lamb e al, 1997 ) Wikd-rype mice were
ot included dn the present siudy, because we forused on AFOES
and AFOE genotype comparisons rebsvant for bomarns. The mice

190

used im gk present study were bired in our laborat ony { iansgenic
mecarse lime aaiborization: 5006 CA-N; Moseau et al, 20171 Their
AFUE genelx salus was confiomed by postexpessmental geno-
typing The liermaies were honsed in small prosps | £— mice in
ads = 36 = V5-0m’ cage) umial surgeny, Therealter, and far the
duration of the behaanral evaluaion, the mice were housed in
individual cages (22 « 20 « 14cm” ) with paper bowel for nesting.
The temperature (22 *C = 1 7C) and Bght cycle [ 12)12 light —dark
cyche, with Bghts tumned om at ¥ AN were conbrolled. Food and
water were available ad hibsom, exceps dumng the food restnics
tion pericd ol the odor disommimation pest. All expenimerdal
procedures were conducied in conformity with institutional
;u.'la:l-rinfl- [eouncil direciive 85248, Ocioker 19, 1987, Minisbdne
de FAgriculbure et de la Forét, Servioe Ve rdninadre de la Santé et de
la Protection Animale; Mational Inatituces of Healib publications.
Bli=2, revioed 1H85). The officiall permission relesrences were E-
GF =482 17 for the animal Tacilsty and G7-2492 (or M. amd 67-215%
o |-CC for animal experimentainon: |-ED worked umnder their
resporsibility.

22 Snudy design

Fig. 1 paesents a time-line disgram ilastrating the study
design Because of the anfluenoe of repetitive (esing on mice
behavior [ Mollwain et al, 2000 |, che tests wene scheduled inom
the beast 1o Che most ievaswe (Bsod remtoictesn fof oder
discrimbnation )

23 Sugery (day 0)

Thae 1 1-groed b-old make mice of each genolyps were gandamby
awmigred 1o the sham of leson groups, The nvice were deeply
anemhetioed [sodium poniebasbaal, 70 mg kg imraperiveneally;
Corva Samé Ainsale, Fraroe], placed an & shereolaas Irame, aml
their eyes precected with ephihalme gel. Bilateral EC lestons weie
perioremed with Nemethyd- Deaspartace | NRMDA; 1320 mA) dibaed
in phocphate-buflered saline [p#l 74; 01 plimin): This NMDA
solution was impected chrowogh a glass micropipette at ¥ braim sites
in £ach hemizphere. The bregma and the midline were taken ax
the anbemsor (A) and Lageral (L) references [Paxinos and Frankling
2{ME

Sipel POOTS bl & = —al mmm. B o= 43 o, dnd 05 mam sl
e otvoim of The skl

Site 2 (00 pll: & = —47 men. L = 3.5 mamn, s L5 i s (ks
toasit i ol Chee sheull

Sive (0005 @l): A= —47 mm, L= 55 num, and | num aboeee the
bt oam ol the skull

At each injection =ite, the micropipette was b=t in place for 5
mimites hefore it was siowly retraned. The same procedure was
applied 1o the sham group withoar the MMDA injection. After
surgery, the mice were housed in clean cages placed on a heating
pad andl weere monigored until complete aaakening.

i i A i i i

Mg 1. Teew ber dugrss of S brveesd eoabuse
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24. Beheaomnd oo ssment

2d Locometor acthidy fest (dos 27 and 110)

The mice veere pesbed for & hours ina homemade sdivity device
hosted i 3 specife oo e Sluste thelr general activiny during
hahinaation g0 a novel emvironment. They weee placed im an unda-
miliar transparent cage (42 = 26 = 15 0m’) crossed by 2 mifrared
light beams, 2% cm abowe the cage floor and 28 om apart. The
sciwvity seore. defimed ax the number of soccessive croesings of the
2 infrared beams, was recoaded from 1AM orwand. We conduscied
2 activity vests, one 27 days alver surgery and one 110 days alter
surgery, at the end ol the behavioral evaluwation.

2432 Light-dark rest {day 35}
The kght-dark anxiety iest was perfonmed duning the dark
phase [activity pesiod] of the animal faclity Bghiening opde. The
apparaias consisied of 2 equal polyvingl chlomde boxes (185 «
155 w 1% em’) 1 opagos and 1 fransparent, cormeded with an
opragroe polyvimy| chlomde tennel |5 omEl 5.5 cm long] al Noor kEvel
Thie iransparent bax was podiiorssd 25 om under & 1000 Limp | 040
T Thee imiace woibe iestially placed im the dark bax, The e gpent
in ik e box, the Latency e ihe Rest eniry in the 1 box, and the
nuamber of Bo-Lo-on transiliens were reconded for 5 naeniles,

243 Barmees madse Jask {doys H0—-75)

Thes Barnes maee Lk and the Rllowmng Lacks v condusied
durirg the light phise, The Barnes mace i pastioelacly relivars fos
aisang spak il memony in mice because of their natural abdsty (o
firsd an escape Chrowgh small hobes and dbeir physiclogical sdap-
laticm Lo Ehe dey-lams] e | Whishaw and Toeie, 1996, The mice
were Imained o oeerg 4 days (3 erisk daiky IBI-secomd coll: inter-
il inverell of 15 mimie) ue Nnd a garpet holbe among 17 holes

FYSN E [ EELUTRYE LN L o R EL TR L I B TR S THUH PR T ilom 1azona!

I AT R T HETH I

Ty TR LNTE 1T |:J"_"\ul_ L1 YR B 5]
srnlwe leghiz beles B v Lea o e e 1B Lzt Beke
[EFIRHEE [EVCENTIHN | TN LRTITERY SRl T HE TETHEI N N BT THA R

el Aefh s g,
HE | LT I | TR TR

Wl e mEar | e prees ol niby Fr Jisal 1o I i e et
e s WA v el a0 Fopeeda ey e

Canmnn st S Fegaps al enrp2emy el repe cepeeze 1y 0y

[ HECA U R

Sl tmn

[ 15 al azenneey, Alea Al F Tarmy HHIRTII

U TR TR E NREN| O TTRN I TTESULI TN B P PR EH By [N BT
el

A et

ay ek

vl Hee e omlee b s Pellols cneis 1ooeomlal =2 sl o=l ce-
Lty o el aevess o ke 10e! Bk Beoause ke fanls 1L B
6 hac ke ae veell b 1o prefer nonspacial Sirateges in ihe
Harnes maze, each acquisation cria was classified e | of 3 seanch
strategies |adapoed from Harrizon & al, 2006 diesct sparial
strategy [direct visk o the target or preceded by 1 adjacent kol
wisit ), serial strategy (maniramm of 2 adjacent hoke visits in a senal
manmer before reaching the target ), and miced strategy [pemaining
irials]. The total mumber of vasis differed between ke groups
dumirg, fhe probe trials: iherefore, each mdividoal refention
peormance was evahiated using a spateal raiss nuembes of wsEs o
2 pasticular bole divaded by the total number of visits)

244 Ddjreer foration snd edject ecegalrion rasks (doys 49 and 50)

Thee ot Hcatson and tljert recogriion tasks wete conducied
socording 1o the prooedure previcusly descrbed | Yassime o al,
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HNAL These tasks are based on the spontanecos tendency of
mice io preferenitally explore ohiects thai have been displaced to
apcther location (obeect location) or new ohpscs (objesd reoogni-
fion ], The 2 tasks were performed im a Plesiglae open-Beld |52 « 52
o] wath black wealls (300cm ) ard 3 whiste (oo divided o 25 egual
sgoares. A ariped card was lixed on 1 wall. The B different ohjects
(1017 om) veed were made of metal, glass, or plastic and were
available i inplicaie [ 1 ==t for each trall The mice were nitially
wahimirted o 3 10-miraee fres Eploranicn rial Tor 2 days. The nedt
dary (day 49), the mice were first exposed for 10 minuces toa spatial
configuoraticon of 3 nevw cbgects, then placed Tor 4 miies in ther
home cape, before being subijecied (o a 1=minute retentson trial
using a novel spatial configuration with 1 object mowed e 2 new
kocatinn. On day 54, the mice recefved 3 10-manute ohjsct Fecog-
mithon drial with the same ohject configuration, exoept that 1ol the
Fawniliaar ohjecis was replaced by an onlamiliar obect. Between each
trial ihe wallk. Moo, and objeds were ceaned with 705 sthanol.
Exploraison (nose pointing toward the object o a distande <1 om]
was quaniafied amd merory performance wis evabaated usang
a desrirsanation mdes. defined as the tme spent exploning the
dinplaoed clsjecy of (he novel obper divided by the time speinl
expliring all T eljens A prelirsinary study indicated 1hat 1he mice
Skl ot show poniamecus preference o6 amy of the olyjecs.

2AE Chior dbcnisiastion foik {doys &7 N0)
lIn ihe odor discriminaien task descnbed by Yassane et all [ 20173),
Eha eace bearn o aaciate | oddos with food pellegs |(dunim wheat
noodle; 103 £ 07 mg each) and another odor with the absence of
Focsd wm srnall pods. The made veere goadually Toosd deprivesd o 5 day=
to redude Thewr bagly weighd to BST to 0% of their free-fesding
weight. The rmace were Eramed dusreng T days (2 paiced mals with
Foed arad 2 mongained maali withesin Nood ], They Bad v dig in the
TN ENE 1] T E [ EYEH VTP EN P3N T TE TR EH U | TP T TR BT R
o plo el paz:
= baan: L o vecier ozl 5 peetalheat Fodes, o zne
LI TEIT TICAER ) [ LT T
Al oadie Eemznal w0 10
el e
[ g FTTH
VI I ' COLY Ry IR R LR H bl 3 ] | '
catg 1ol dll Al peller= wmds s etz mcE e pwires srals Teesrn
e T e L G ALy D T ey Feielil e dn o
FE L TERTATIE TN L ISR Y H HTRE PR TR R B

[ ETL .||||.'.'\-:|| Fearracl o=z v oan -

Fowatate e hzizhia | oon e
terkalLivoen Taaeras ez dilien pagen T
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tars:

AT | FYEN T4 P I 11T IR I EPETH
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il weas vz el Boccckovalie At gy wmn

Al g
R TLEIT F TR TR TR T | e ] OO T CR I TS O AT IR (T W PRI | TE |
domd allagary prerreey Beoantee ol e Bl sacnal-ihiny, 0oz zalzs
timwes, the data are expressed as an moex [ lame GEgEg in 3 po
divadd by 1k potal diggimg vire]

5. Hismdogic sTudy

251 Ferfusion ond fiowe prepanmtion

ine day alter the last scirnfy Dest (day 1111 the mace were killed
with an overdose of wdiom pemicbarbital (1530 mglky indrapenito-
neally] and peafused transcandially walh 4% paraformaldelnyde (in
phosphate bulfer, phi 74: 4 C) The brains wene poitfized doaring
4 hoaars i the same paralormakdetydes soduiksn amd chen ory-
eprecected in 2 saocharose sobution | 20% in phosphate bulles, 0.1 b
pPH T4: 4 “C) for 48 beoaws befone being lrozen with mopertane
{—40 *C) and subsequencly soned af - B0 0 Coromall brosn seobons
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(30 wm] from the Sorsal hippocampus (bregma - 1.34 mm] to the
end ol the FC (bregma 520 mm) were made with a freeang
mmicroloime | - 20°CL Every seoond and Fourth section was mounied
for AChE actiivity and resyl violet staiming, respeciively. The
Femainieg secteons wese senially collected for smermnohiasod ke
&al rreatment

252 Assessment of besbom eciemd

The shides were dnied at mosom femperature amd stained wikh
cresyl wioler o evaluate the placement and extent of the EC
kesions: the absence of significant besions, unilateral lesions, or
bexions extending to adjacent stroctures jed to the sncucion of
the mouse. The lestoms Tor each selecied mouse were manwally
dirawm o allow reconstruction of che smallest ard largest lesion
Extenl

253 ACKE siofmimg and ousessmend of width of denimie soleculor
fayer (CAPT)

Slades wained For AChE ativity histechemisiry were wed o
anseny (ke levion-indaced denervation in the DG amd thereloee
conm plersern the cresyd vicket data, Sermiquangainee evaluabon of
MCHE aoiialy wis perfommsed wilh the bnage] soltwase |Manona
Ensiiutes of Health, Bethesda, MD, USA] ai & posilecas in the
mkecular Layer of the D6 (7 in ibe ouler molecular Liyver amd 3 in
Ehe middile mclecalar Ler ] on easch side and om 3 sedtions oreach
mouse. The relative optical density valaes were caloulated. using
“tuackground™ vaboes taken in the corpus callosum. The widih of the
D5 maddle and outer moleoalar Layers was obiaim by measuring on
AT -t aimed slides | 1232000, pabbil polylonal, Millipore., Billerida,
A, USS] the distarse between fhe upper boundary of the mner
rdlecular Liner and il border between Che DG moleodar Liyes and
che CAT arratias Ricsnosuen molecidure Liyer 38 5 dilfesent peod-
tions op § sections or aah mowe

254, Immurahisiochesitey
EmEninchic e bemical sl wte comdisoed on g rand cenly
sebertiel subdet of mice (B = 6 ped gloup] Syrapioplnsn (M
monecional; 1:500; Sigma- Akl h, S Loces, MO, USA) was used 1o
wisalize the presynaps teeminals, and wesioolar soenylkboling
transpter (VAChT; rabbin polycional; 1: 00, Symapoic System,
Gortngen, Cermary] was used oo viewalee the cholmergic
e NAME bemamals
Three seciions (every sevenlh =ection) were procedssed for
each marker, The secticns were pretresfed n citrafe sodm
1 mM: g B B menutes 38 BO "C) far aptagen setrieval (i
el al, 1099 The secteons were then dinsed an 0.1 M pheaplate-
Bialfered galime (3 = 10 eniegnes) belode beirg blscked in 55
monmal doskey serum [for | hour) Tollowed By incubanion with
thee primnary antibodies i 25 normal donkey serem and 01E
Tricom-X Tog 16 kours 31 4 °C Mex, they were rieced 7 oimes in
0.1 W phosphate- balfered salne befare 3 2-hour incubation witk
e 23 anhilasaes g Aeaa daa 1o, aua”
Al 5% L onen b o B abeoe L Pealdaes
LTl L T o BT B LR R SE N |
Ule: P dIg bl e Smlis] o dneesss [Re groesple
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1TV

A gl Alexa 555 (121000 | and aniwchicler Absca 555 12100407, all
froen Bmeibrogen hoksoular Probes [ Packeg, UKL

55 Asessment of syaaptic changes ke DG

Synapii densicy (VACKT amd oymaptophysin] were analyeed
with a procedure adapted from Butten ot al. (3005]. We used the
=grid” plugin im Image] 1o sebect & random areas per section: 3 for
each hemisphered 1 freach kayer of the G mner molecolar layer,
meddle molecalar layer |DGmnd], amd ooter molecolar Laver
|Lomi]l High-power pholomicrograpbs were taken (micro-
scope, Clympus Vanox AHETE; camera, Ghompas DPF0; objective,
Olympus DFlam Apao 100 o) for each anea 2 jm bebow the upgen
surface of the sections [when the symaptic terminale were in
focus) The symapic terminals were detected using Image|: aiter
comversion of the image to gray scale, the phogn ~background
coarection” was uzed bo equalies the background level and conrect
fon irregulamibes | illemirabion, then ihe background was sub-
Iraciedd, the pesaliing image was “thresholded ™ and “watershed ™ o
quantify pastiches with siee in the range of noamal presynaplic
tereminals in the moleoslae Leger of the DG (009057 pm’: Butten
et al, 20051 AN senings were ke sSenngal For all sections of esch
sLadm g

26 Searisncal amalyii

All daga are expiessed a0 the meran & smandard siver of mean
Analysis of vamiance wilh Z-Loer [genotype and kesion) of
repeaved measures with different Boors (o, day, hole] wene
uzed, and muliple companisons were performed using the
FMewmar:-Eeuls iest. A comparison o chance levells in behasoral
lasks (object location object novelly, and odor dizommnation)
was done peing a l=sample Sudent ¢ test. For the histologic data,
the percent age of change in the comesponding besionsd groap was
compared with its respeciive sham group using a Z-samphe
STUSENIT [ DESL.

3. Ersailis
AT, Fesboos exrent amd arrophy of DG maleosiar Toyer (day 1)

Fig. & provides 3 schematic representation of £ he minimsm and
i bessn exient m the APGET and AFOES mice. A clear cell
ks was seen in Ehe lesionesd EC, buf po exiersnoe damage was
feumkl in the hippocampe, presghioskem, perehinal cofex, of
postihingl coitex, Thedefoe, the assodialed behavinoral defiols wene
thenight 1o B ielasd oo e damage of the EC cells. The kesion
el <500 of che EC, #ven i b ingection pores, and did no
covt the eTlEe anteroposenar exnen it of the B The kesions mainky
alfected the poscenior part of the BC. Thos, our hilageral inpections of
FKIDA nesulced en partial bessons of che EC as assessed 111 days alber
~LEXFIY

Fod pamcatnee eedl gt Pl vt o e b e
el IR et leel - alem? 25 e Lnedal azl ececaden st
Aara bl Ayt e oal d e Do s J LiIrger bl
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AFOES mice, respectively (p < 0004, vs their respective sham
EECRIp .

12 Behovior

F 21 Lecomonor acehary in o meel emarnnmene imreosed is APOES
makce (days 27 and 110)

Locomaiod activity was mordtoeed for B hours ina novel envi-
mement at 27 and 110 days alter surgeny. The data for 1 lesioned
APCEY mouse and 2 sham AFOES mice were oot because of
photocell breakdowns. AL the IT=day delay (Fig AL the APOEd
mice were slightly meae active than the APGEY mike [pemotype
effect: Iy = ddd, p < 005, but all mice ultimately resched
the same baseling activity level (hour ellect: Faom = 11148, p <
00000 L As shiswm i Fig. 3B, the AFOES mice wiene agasn the most
active | genotype Sllect: Fiuasg = 532, p < 005 at the 110=day delay,
although all groups finally reached the same lewel of baseline
activity.

322 SQightly iscreawed anvely feveli fn AFOET mice (day 35)

The time =pent in the svevsively lil Box i shoswn im Feg. 30 The
APOE mice sperd more G in the B0 bax than did thew APOET
couniefparts [penotype sflect! Fq.qq = 11T p o 0005). No eifect of
b lehom weas =eem The number of ransitions bebwesn the 2 boxes
was similar among all groups (APOES sham = 16067 = 2.42; APOES
besiomed = 1525 + F4F: APOES sham = 1921 + 1497; APOCA
Beipomed = 185 4 1.47). Moreover, no group dilferenoe wad seen m
termns ol eniry Ltency into the 8 box or e mesn duration of visies
[odata pecd sl

J.23 Bornes made nendgotion deficirs in feifoned AAOES mlce (doys
i)

Spatial memony was evaluated in the Barnes maze task H-75
days alller surgery. One mouse in each group did not explore the
mage of the hobes. During the 5 training days (Fig. 441 all groups
reduded  their latency (o reach the larget hole [day elfedt:
Fpaaq = SE26, p < (L0001 |, Glokally, the AFRED mice found the
targed Bede more slowly than did the APOES mice [genctype
eifect: Fiyy = BOB p o< Q01 gemstype = day imersction:
Fiong) = .59, p < 0)05], ard the besoned mice were doveer than
Tk sham ones |lesion e@ect: iy = 587 p < 0L05], The number
o arrore baloas reaching the argst hels diminizhad progresively
[day effect: Flamay = 208 p < 0005 Glebally the APRES mice
made mope errars than did the APOET mice [perciype elle:
Fipiap = TL3L p o= ODOS) amd the lesioned mice made moee
errors than che sham-cperaved ones |besson eilec: Fjy 4 = 550,
P < 005, no genolype = lesion inceracticn]. As often described in
mice with a C3TELMG backgroand [ CFLeary and Browms, ZO0Z], the
sevial vidiling SUTILeEy was predemiramly ssed in all groups
[Fig. 4B].

Spacial memcry perlonmande dunng the Moy probs rial (24
honirs aver the LIsE Jogpusitsan eial, on (' G4) is sbeemn an P 40
Thé hoke paelerence vwas illienced by the genalyps [Eenalype «
hale ipgeraction: Fyj 4, = 524, p < U0F] and the besion [lesson =
hale imeraszion: Fyj.y = 495, p < 004], Both sham greops and
besioned APCES mice displaved 2 marked bias for the arges hole
comparsd with the opposite one. Such 2 bas was not significani
the APGES lestoned mice. Alibhough the lesioned APOER mice
discriminated the target hole, they showeed a reduced exploration
off the larget compared with their sham-operaied counterparis
[ QUO2Y Duriegg thee bog-béam peobes brial (11 Sas altér the Last

difrd o edeaind e Bl The prevectipe of aee diel fof waly Sefenns
PR



CONTRIBUTIONS EXPERIMENTALES

APOE4 et sensibilité exacerbée a la 1ésion entorhinale

F §-B Bl ot al { Mevrobwiogy of Aging TF (0081 DeET-Del
A B c
i 1] O APOEMS (etE) 3 [aroris e
D= APDEML fm=ily Ay ety
- WL e APORLE reth !"" [ FLET P
B APDESL |relE)
E “l " j o B &Faai, (asid)
*
g “ - it i e
F a8 Eoppgd —L
] ) .! - ﬂg
# # ¥

12848 8T8
Haum

1T 8 &85 873

R K Locorocer sy s b~k oeie Loosewsss sravy seoonded 17 days (A) and 100 days | B) alier sarpery Dacs e dhawn o Che mwad STRATY 0ME por bonsl i

u'mekard eery of e L nsally.

APCAT e were gk U o apr iy v st i AN mier e e or deliahi ) e DR Dgh! - ik e proforewesd o dary 1900 L ARCET

P AT bt i e menuer b thaa S e AP mare Nlacs e chPaT R b 4 anelnd vcel o maear e chun APOF] |APGR ) eaed AROFT |ARCET L) ahais

APCES APCEA 3] il Bbeieied APCES LAMOES L] ik

acquisiion irial, Fig 40), the distribution of the wisbts was sl
affected by the besion [besion = bole nteraction: Fjag = 4.9, p <
O] but not by the genotype, Similar to the Bra probe trial, the
sham greaips and bssoned AFDER mice sill displayed a preferende
for the targer hole, 3 preference that was not ohserved in the
Besiomed AFDES mace, Duning this second probe traal, the besaomed
APOED mice anly showwed 3 trend tossssrd 3 rediscsd preference for
the target hole compared with their tham contrmls [po- Q052)

324, Absewce of effecis on mon-nosigorron dnsks
Table 1 shows the performance in the non-pavigation tasks.
During the acquisition phase of the cbgect location task | day 45], the

F1 S B
T
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ARCTLE AFNE1] AACEAE  ARGEdL

A TIRT™

glohal exploration of the objerts was similar (data mog shown)
[uring the retenthon phase, mo ellect was seen of pemotype or
lesian, and all groups displayed 2 significant preference for the
displaced eyt fobject location indey: 0 15) = 507 p < 0001,

O besionied APOES meonise did ned exploee the cbgects during
the ohject reoogniten ek performed on day 50 and was thus
eliminated The perloemanor of the remaming maoe was vl inllu-
enced by grestype of kesion, and all geoups peefermed the unlimdhas
ohject |ehpecr povelty ndex: 0)15) = 467; p < 000,

O moire ineach of T groups (Tabde 1) did peg explore the pots
duwirg the acquisicion of the coor discrmi naibon cask | days 87 B3]
Fou the remaining mice, the repatition of the digging time between
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rrar | asd il groogn e S wreal Ve egy cEer thar odbenwe oo ary gy o ruee effen B Py ke mara e dorey Che P proder bih aoedaatnd I8 beon O asd 1 A
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CEEORY T nadeen |d |08 [ikancd = O8]

ANER shars G5 & 002 [mow 1% 053¢ 4 000 [n = 15] OB & 000 R o )
APCHLP beited Gl & GO0 (= 12 G585 4 000 (A = 12) G (08 [ = B
AP hars B & OO (s 14 055" & Ol [n = 147 0T 4 00 [ = M
APOES efatde] S5 & G032 (8= 2] 054" & 0 (8 = 1) GRS’ 00 [ = B3]

¥ afereal Trom dhare e vl [ G0 @ Bl

e F oabitois wids el infoenoed by genolype of lesioin Al mioe had
aclear prelerenoe loe the odor-paleed pot [i115) = B06; p < 10001,

33 Hismiogh safuarka (day 11}

Wie xelected B mice per group (o the histoboge: svaboation of the:
synaplic demsaty in ihe G 171 days alter surgeny. The selecied mice
performed 38 Lalks and did not differ rom the nonselecied mice
regarding iheir behavioral performande, ksion extent. or lesion
magnibude 3 Uhe enjeciion sites, Repreenialive pholomicrographs
T synaptopnain and VADKT snmamohiszocbersiaey e dhown in
I Sugplementany Dala L

AL Decrensed symopiic demsily in the DN of lesoned AFOES mice
The sypapik densiiies in the [0 were assessed on synapo-
Hesin immunolluorescence-stained material (Fig 54 % In the inner
rachedyllas lper of the DG, the dernaty of (B synsplic Beominals was
reduced inthe APOES mece compared wilh ihat in the APTHET mice
|enotype ellect: 1 oo = 468 p < QUE5], Bl there was po eflect of
e lesion. In the DGl Both genotype amkd bedton Satas millu-
e the depamy of the symapls leveminals [pesotype ellect
Flizmg = 572, p = 003 lesicn effect: Fyope = 436, p < 005]
Hoveewver, only the lesioned AN mide showed 3 significant
redaic i in symapic densily withim thiz knser | - 275 off thair sham
dengity, p < D051 In the DComl bedon atatun, bl pol genolyee,
infhienoed the demay of the omapie eimmabl [leson elfedr;
Fiam = 6,06, p < LI3], Howsved, agaim only the lesioned AFOES
mice exhibiced 3 snifcantly reduced symaplec densicy within this
laryer | — 2% ol their sham densicy, p = 03] 111 days afker sargeny.

332 impaired chofinergic reorpanizanion in O of lesioned APMOES
mur

Chalinergs: termimal dendigies wete dotedian] g VACKT
imsmuesbisiochemiscry m the DG (Fig. SEL In the DGl enly the
besion stafus nfhaemced the dermity of the cholimergic ferminals
[besisn el Fiigoy = 1067, p < O004) Comparal witl theie
feipectie sham mioe, beiioded APOES mice showed an bmpoftam
increase of Cholisergh tereminal dersity in this Liges | + 65 of theie
sham density, p < 0073 111 days alter suggery. In the DGomd the
lesion also inlssmoed the dermity of the chelinergic tenminals
[besicn efiect: Fjy py, = 606 p < 003], amd 2 significant interaction
WS PN BT BrTEype and beshon [genooype = kesion imer-
action: Fyjopp = 567, p < (03], Only APOET lesioned mice shewed
& dramatic enhancemens of cholinergec ceminal density @ this
layer | +BIFE of thelr cham densaty, p < 005]

Relaive optical density measuremenis of AChE activity are
showsm B0 Fig 50 Mo lesion eflect was seen on AChE activity
staiming although a chear incregss was sean in the dersity of the
VALCHT terminals, as repoated

353 Abwner of amyioid pathology o ofver reurcpatfology in the
hippecampas

Finadly, we did net find amy amdold nearopachology in the
hraims of the nuioe, despute the ase of deflenen annibodies [BAK 10,
which specifically recognires human Ally 500 DEZB wiach

1=rTo

fecognises human and mrmne AR amd ARSST], wikich ecogrises
caly murine AL Mofeaver, we &6 rod find amy detecrable aloes-
arion of AFF, pewsronal rodkel, micregubule-assodated pretein 2, o

ghal Rhiillany acidic pratein scaining,
b IDisoussion

In the present siudy, we have shown thad AFGES mice, bui not
APGET mice, with parial biksieral EC lesions display severe navi-
gation perforrmance defiols asociated with 3 aymaptic loss amd
reg e pead inve ppregulaticn of ¢ holnengs: temminals mn (Beir DG,
The specificity of the memary deficits in (he spetisl povigation task,
the patterr of mynagdic Feorganication indyaced by patial EC besdons,
and its pocsible peleanoe (o (he MO state aee doassed.

4.1 EC kesions induce severe navigocion impairment only in AFDES
Faice

fin the Bames maee sk peyfonmed G0 0o 75 days aller susgery,
BB APDET mice were shinvess [0 resch (he target hale Uhrosghaut
training. Bl thary alio made feaer efrors ol displeyed poesd
pedfairnance in the 7 probes irisls This, thei longed Litendies were
ot ikely due U0 P mmesss (o, as suggested by thair reduesd
Eecometion in an enfamibur environiment and 3 slightly inoneased
arasely bevel which was foued previsendy (Moses of al, 200F)
Withanit EC besnsds, the APQET and ANES mice dal fed diflfer an
Bearnies e remembering the poaition of the Larger hobe, which i
coheneml with (ke Eack of sponcanecus spatial navigaton deficics
repoted @ mbddle-ags mabes of other APOES mdgiise lines | Boar
et al, 200H; Raber et al, 206l Hiwwever, the lesiomsd AP
mice shoverd no preference for the target hole, i oontrast o the
besiomed AFGET mice. Thus, the EC lesion mduced dramagic spagial
memory impairment only when combined with an AFOLS geno-
Eype., Because Both penalypees had samilar Esion sites o extend,
eaif gendes nsgged that AMOES exsorbabed the efllect of BC levions,
The F picse Erials bed s gimnilar fenlis, suggediog efBcion pagial
mrmary 24 hours snd 11 das sl soquisatien [Lays 64 and 75
alier surgery] in sham mae ard 3 peRaoquision delay-
ndependent ellecr of the besson (m s APOED mice,

Al groups of mice performed siemilasty well in non=maagatianal
memory tasks, such as the ohject lncation task [day 491 The slight
dErhin houmd by Kearsecook of al (20000 s emale mioe of [P tame
AR mouss line has bedn relined 10 3 well-described higher
sepeitiviry of females to the cognitive #llect of APOES | Bour & al,
O doroodemdoret ef al, ANG; Kaber of al, 0L The Lok od
Besiom elfect in the object recogmition task (day 50] might have been
relaied fo the preseraation of the perithinal corex, which is
strongly involved in ohiect recognition (Dorke et alo 20020 Thos,
spamimg of Lhe dinect connes tions: betvesen the perirbanal corbex and
hipgpocarmprs (Van SErien of al, 20007, g well o Bnited damage to
tha Lateral EC, which & mare specifically imobved in the proceing
of ohject attributes, might have coniributed bo the precemnvation of
il FEOngNIvkon and Iocatkon memodies | Van Cauter «f al, 2012)
Finally, all grougs had excelbers odor discrimenation performanoes
[day 108 after surgeryl The EC lesiens wene reporied to induoe
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pebiie aptinal derany & e erred ol eeean B () P o BT, Rasdd AROE
e AP e frovs all ol by grwapeis § p o< U0, brisded AFCHED cwor (AP S-1)
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either Boilitation or empainment i olfactony memory tasds (Femy
1 all, 2000 S3ubl o al, FH84) but impairment seeme o appear
only with simulansous presentation of odors during Crairing (Obie
an Gannato, 19971

Takeen tegether, our results have shoswn that the partial bilaanal
EC legion selectively aflected spatial navigaton memedy in ik
APUES mice without impairing a wide range of other cognitive
domains.

42 FC lesions bsdece synaphic Imparmests only (n APDES mioe

The sham-aperated AFDET amd APOE4 mioe had similar sym-
aptopyin pariicle densitses in the DG, which conlfinms (hat AROES
s e b uod MsaOT S ponLanecis DyTaptR aloeratoens vwithen ik
raeaise hippecampus (Dimanis o al., P91 EC kesons are known
Iaindse ransiory loss of symapaes in the DG, fllnved by pecovery
vl (i 26— B0 ddarys i asBult mesow [Han@man o al, V7 Wihite et al.
20001 L The dentace synapioplnssin pansbe denaaties in APOET mke
weede mod allected 111 days after EC lesion creation. In conirast,
Wesioned AP maoe shovwed more than a 208 decrease restrcied
t the IGmmi and the DGeaml, which specifically receive EC inputs.
wWhige ef all (20801 b] hawe aszociabed AFDES with an altered resios
ragion ol symapoplysn enly it the DGmmL bt this cold ke
relatim] oo ibsE use ol A unilateradd EC Beabsn, wiich woild 3l
a poteritial contmbstion of contralateral propsction remodelang. In
our mice, the coexpression of posmal hAPE n addition 1o murine
APF, might also have exacerbated the negatiers eflects of APOE4 on
synaptic remodeling. However, it must be poted that we did not
fired amy sign of amyloid accumulation in theze mice. In addition.
APP avereKpesshon in mice has ueually been assoclated with Bigher
synaptc derities (Lee ot al, 20000 Thus, a possible contribution
of BAPP 3 3 demaeess o Che symapiic loss remales slosive at
this stage.

After EC besions have developed, reoovery of symaptic densigies
is helieved 1o depend at least n part on the sproating of Cholin
ergec fibers (Ramirer, 20011 Moreover, mild AD patients hawve
shown some evidenoe of cholinergic sprouting im the DG [(Geddes
el al, 1883 Im our mice, the AChE oplical densify was mof
sigralicantly increased alter B lesions in any genodype. Blain o al
|G showeed an APOES-dependent dalicit in the aipregulabion ol
ACHE B0 days aler anilateral elecirolytic lesion, which was easlier
than the 111 days we have reported with a partial bilateral lesion
Moreover, ACKE changes were propossd to be principally related
o MG atrophy indoced by massive EC lesions or perforant path
Irarsecison | Phirmey &t al., 20041 Thas, Uhe use of a longer psosd-
lesional delay and partial excicotoxs. lesons, leading 1o less
shoinkage, could (hevefore explain the wesk offects on AChE
Hiztvweryed, wie presrior esed WATKT emmsumchistos B oy 10 dinec by
asness [P denaly of (B chalinergic efminals, The sharm APOEd
and AFOES mice showed ximilar densities in the VACHT tenminal.
That ix coherent with the lack of structoral cholinergic deflect
reporied in APGEd-expressing  mice (Bronfman 8 al, 2000)
Fovweves, 111 days after b O bexion, the AFDHED mice showed
rmassiee aprepalation of VACKHT terminal demsitie: in the Domml
anl DCoiml [+66% Snd +BOX, pespectively]. I conirad. kesioned
AMIES mice did not shown iy evidence of dholinefgic seinmer-
vation, This, APDES does not Jppear 10 ifdide SponLaneois
cholinergic defiits per s owever, the presence of APDES
Incerteres walh the abality of the chalinergse sysLam 0o respond 1o
EC input knss.

STy e (R thuam Conars MPATEC 0 = B Wl gromips Diacs aae dhasew ke thee mrer
ek aliet Liner of 1B DG |DGasl), Sabde Sebrcalin Lyrr of 1B DG | CGEell wad
kel ale L ol iR 0 (DGoel)
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47 Rebwvance for MOT

M pefews do 2 beterogeneous popalation i which spatial
nareiga fon impainments have been proposed a5 bebuavioral marker
for subpapullatans with 3 greater ek of aohsegoantly develnping
Al The amneac MO subpapuiation already HEsenis severe nais
gation impairments [Hor &0 al, 2007, Lacoo 0 al, 2004; Weniger
et al, 2001 L Moreover, MO patients carnging APOES are characier
ized by a dramatic spaiial discoientation sirmlar (o that observed
later dumang AL in noncarriers [Lacan et al., 2001 ] Thus, we propose
that AFCE4 mighe lacilitace the eadier appantion of navigation
impairmenix duning MCL before the complete spread of the
pahsology to ibe hippocampus by perturbaiing ihe happocampal
synapie resrganization consecuties to the early EC atroply char-
acterizng MO patients.

Chor lessomesd AFGES mice also showed a losx of synapses in the
136 thai resemble thai descoibed inoearke AD | Hamos e all, 1583,
Heincnen ef o, T995: Mazhal et al. 1954). These mice have an
imguirad cholinesgic ety compared with lesicned ARMET
mice, The APOET-specifis «bolinergic speoubing Enind an oo mice
fesembles the increased cholinengic Jotramy desoibed in MC
patiEmlE Wi wete ol asiesied for the ANDE genelypee |Dekosky
 al, 20027 which was WW“FH{ |I'IJ'!'HI‘0'I'I.H [{e RS
loss of entoahinal snputs { Bomomeonie et al., 2000F; Mulson ef al.
20121 Thus, adcording 8o our resalis im kesioned APOLT mxe. the
chodinergic upregulation obsereed in MO might underdie a lunc-
tional comperesatory mechanizm, which could be imvobeed in the
wshserved reversion 1o normal cogrition in some patients (Koepssll
arvl Monsell, 2002, Supgsoriing this view:, it was recently shown in
mnkey: that the cholinergse system contribubed o fhe hanctioral
recovery ol epasadic memory alter limmbic besioay (Croxson ef al,
2012) The synapli bemical density redofation Bas Been sou-
ated with mecovery of spatial memory in mice [Hardman e al,
1908971 Thus, the navigation deficils of bevioned AP maoe coubd
b gelatind o thiin pendusced symaptic deriny and, moee specifcally,
1o their impaired cholinergic remodeling. This Jed us 10 propese
tha, when BC neiscndl loss accurs in Buamass, a Taikare an
chedinergic  compensatory  mechanisms  oould  eaplasn e
increased  oosceptibilty of APOES carviers oo peesent  BAC)
{Barabash et all, 2005 Sachdey eq al, 3002 |, amd emhanced gpatial
deficiis m MO (Hort et al., 2007) Moreowver, i cholinergic
spenisting participases in the reversion from MO to normal
cogration, its impament by AN could also explan the low
reversion gate observed in Cthese patients [ Koepaell and Aapsell
20121 B must be poted thal caw BC lesions were sulely
inducel, Eng in ML, the nearonal ks i mare progressive,
Hiwever, pregresiior BC bevians have been sepeited 1o facilsane
behardaral recovery ard Che SHOUCIRE Tespanse in racs [Eamiees
o al, 1956) Thaas, alibough addinonal ssdies with more pao-
grezsive lesions are clearly nesdad, the implications of plastc
responses with these pogressive lesions are expected bo be an
least as impanant o in-our cenditions, In addigon, ssdies of MO
el oo ireestigate hipporampal symapic peonganization in
relation bo mAVIgaton IMpaEments in AFDES CaITiers e niovw
clearty meeded o confirm cur hypotkesis in humans. Finally, our
results might also hawve some relevance to the outcome of chol-
inomimetic medications, which often induce some  oognitive
improvernent for several monibe durmng ibe emly stages of AL
The beneficial effect of these medications could rely on amd
possably Brvor the apreguldion of the cholmergie syitem in
responae b FC damape, IE has been showm that such medscations
s bras dllcient in APDES canterts (Farlow ot al., 1R Poiresr,
15681 Thus, the impaired cholinergs: upregulanan associated
with APQES could alse explain vty these patkemis ane bess senci e
1o Chodinprametic agents.

1=rTo

4. Comclkacion

T the best of our knowdedge, this is the first work 1o thow that
L besions induce emaderbaied navigation imparments in APDEd
milce oo paaned wath APOER mice. B Jcdditkodn, ooampaned with chisir
APOET countenparts, the APOES mice with EC lesiors also presenced
witha reduced synaptic density and nearly ro reactional increase m
the density of ke cholinergse terminals in the 3G We therefore
proposs that AFOES alvers BC lesion - induced synageic renrgamiza-
tions in the hippocampes and theretsy leads o nadgation deficas.
Symapii deficks were found about 4 monthe alter oreation of an EC
bexbon. Whether AN mice would have ultimately compensaced
o Ehese deficits ai a longer postlesion delay remains unlnown.
studies with longer delays are currently undenmalken to both clanify
thix poant and (o investigate oifber formes of synaptic remodeling.
Mevertheless, our results suggests that iberapeutc approaches
aimed ai supporimg earky synapie reorgamizaiions in ibe happo-
campus of RCE patients could be an appropeiate strs egy (o impeove
oonilEn in APDE carriens,

Irisclosare stalement

There i= mo sfual or patenital conllicis of intersi The mioe
were abgained through Depaimees of Merosyegomaiis M-
deis, Mendk Sharp K Dolime Cofporanion, West Pount, FA, LA Al
expenimental procedures were conducted in conformigy wath
snstitutional guidelines {oouncil directive B7[H448, October 19, 1557,
Minksdre de FAgrouloune o1 de b Forés, Servece Wimnaae de la
Sanid e de la Prooecieon Animake; Macional Insicures of Health
publicamions, Bh-2F, revised 1985) DIl pamissdn eleenies
were E<ii¥=882-17 for the amimal facility and 672592 for CM and
G215 lor |=CC for animal experimentagion; |-EE worksd under
their respansibilny.

Acknowlrdgrieents

This work was supponed By 3 gram fream Abkace Aldhedmer
Haus-Rban (63], the Ungeersity of Sirashourg, the Cepare Matieal de
la Brcherche Scientifique, and the Ministére de PEnseignement
supiresur et de la Becherche. The authors wars to thank Kan
Geiger, Julbem Aubert, ard Marie Runch for their technical help m
EmEns by,

Appendix & Supplemeniary dals

Sappementisy data Jasccisted wally this amiche can be Baixl,
i the enline verecn, an b idedeiorg! W06 eachaliging.
IR30400R,

Helerences

ArelL 1, Siinedler, O, Briciner MUK Eschiib, ., Bepl V., 2edicl, D, Marora, L.
[t Mwﬂrﬁlurmﬂqu"quhm
d i sli=le | Meuroasi 1T, R

l-lb-.h.A.‘ul.lnn.n_ﬂ.—.L'l'nquh-:Ll. I-r.u.lrlnl il P
Ferfureder, O Bt bl Lopes- Pr, J]. Citstates, |4 D006 AROE ST aisd
CHEMAT perws in e qosberd < [0 JTaseinic Saldl oo olfusl iieng m
Alzbeirrar's dicesae, Seuroscl Ape B 125 1064

Blan, | F, fdbvan, P Poaes | 00080 A defla i Sinogli ] aogararsten e ues
b pmipauvd rescines peuiing n Bomon spolpopeolen 14 banpeied seple-
il for. Meusool el L 3-S5

Bodr. A l:-l'q'h:ﬂfdﬂﬂ.] Worpell E. Bebohe O Dadarn, | O Babes, Ko Maresy FHL
folpwar, FW, Sathas, €, Hodd Meldleaprd homan apofd  Larpried.
deplamversl fraar thrw ieleelon defsab of & wele nirger of poal By
nuaks b Brain Res 0979, T0a- 183

Brvabmus, FO_ Tensa L Hefier, MOH Bk, LA, Ve Léoven, Fo 2000 Mo
wrdenns lar ¢ holrevge Eosiema B E braclece b arad o pedli pac
ol LS baraprmee mee "urow e T S0 41K




CONTRIBUTIONS EXPERIMENTALES

APOE4 et sensibilité exacerbée a la 1ésion entorhinale

Fo ] LB Bl ol ¢ Mevrobwlopy of Agieg T F0TH) D - AT

B, L, mnmmnutmnmunmh-—n'-m--:m
Pl bt afed Dty il Kow Mewposd ML 1ER B44

Baibe, M, Masier, AP, Haneell AL Momaillibe, 5, J'lr-.‘a'ﬂ. ‘wallor. L.
Bares, CA, 01T Erpur of g d it by e
prabarud soabvs. Mipporamipa 15 20012 -H0E4

Coddes, B H, fuenden A, Smitmuses W), whesdbel DE. Cnbel PO
Sl CW, Roos AN, Haiees, | L, Pencal Vane, WA 1800 Conee doie ol
spabpaprotan § opps 4 alely and the ik of Alrhems e dorawe in Lie onet
Earraleri e M1, S20-SIE

Creisoh PL. Biowraig. Pilo. Lol D Bioted 3G, 2 Adenyiibeluse Liihiaies
w0 e g b ey M Pl dbemeape | Meassan 13 BIHET -ETES

Dokoaloy, 40, Hoomeamews. MO, SWysen S0, Bewebes L, Wieskeasi, &,
Brmrerifl, (WA, CoxFaan, 1), Kordeweer | W, Shohon, L), 3002 Cpeepulalon of
chaline sertyEraraler me xEnahy in hpporsmpo end Boedl coeiee ol #kderly
dukyecl wilh rald cogralive FnperTernl Afe Mool 51 S 158

e Lo Sl ). Comrl A Wil O T, Tarshesli, C¥. Defiiim, 5. Roswsll. HL Toud, W
Karadi], B Sohared, &)l Rocher, A Imesel A Theon, B, By, M Clatses
Eeshye, P Schdyer 1. o, | Kt B 20 Preder Vs oo o tive devlaes
W ol dlderly suitgeeic wilh 2| TFiloore- I decany 3 5ol oo, peosaitros
i Bomsography (100 FLE ) Peo. Sall Scad 500 5N B 10FES-- LR L

Coomaniy, 5B, Tewawr, LA, Baboa, LW, Npopm, M, Troifer, JIL, Lado, 8|,
Hbrﬁrtl.l Fuified, K% Ko B, Bk {0 W Hice, HS. S5 Apoll4 deidriries

el defadivle ORI B OOf IR SRR o Ve | M ik

H I-15122

Blrervaresoatal Slarfin X, Taronder Marliees, W Galidor Aol B Mledara
Slarw A, Berowrdcs Lardpun B bngbe Eoeds % Lenes Bods 0 DNoroa
Wilenle, (WL ddbocted bbbl 8. Gofe? Bellwtaf WAL de
Fbwrni®e, N 01T Prosgiesinnd [ idein Skl cogralive ofga menl B
Alrhrever T4 dioeirie T5K] wad EOT podywaipheine afd APOE fore Deveral
Tl Can. Prand 15 101-HE

Farbow, MR Qabwii [E. Posnel | [usregnos, | Sohmedal L Hol S0 e
T 2 P i BTt O 1 e ER TP o s © 0 3l e CAF 1. Sy 2]
e o B ey b wilh Abiferereer s dnees. Mromlopy B S04

Ferrg B, Ferenwi, G, Eriociaid, M, Sbajehuisak, Sl 2008, Srleviner mvohrssrsl of e
Ealrral enorbindd corbex o e conlrel of e olleclony memery Inie during
cofid il cder dveiiem o e bl Belis Heurdiin 100, DiE0 B

Gt I'oé_ Moraghuan, DT, Cotmvan, CW, Lo, LT Kew, B, Ol BLC, 1885 Pat

af hapged gl cameieny in ASheire' dira e, Serer 20 1T 1EL

Coorerr-Hila T, Pree JL, Shobeel o, OUW, Slormy, O, Dorosedon, | 9, Bymuas, BT,
P Professrad e of lrped 11 onlorbaril (oilen prorons ooty movery il
AbRerreri’d diede | Meuhido M 4% 5500

Gosilesdaiin, |. Beur, A Vegd E, Kelobe, O, Sl PML Deosdair O Baksl K,
M e, 1 2008 Hhofan apob Lisgrknd drpliooirem | fouce s Boapols asd

arad

Farra, JI D LA, 1
ﬂdn:h-rll'ddhn'ﬂ-r-'fﬂh. Mrrokegy B 03 mL

Hordran, B Pesss [B). Feliows L. Hopee B Bopaish HT. Bsnes (.
Foppar. GA 100 Bvadesor for peciwerny of spandd bewrrasg bobosasg oo
dhirgl caneg b in mane Fesn Bec PRE LT -0

Fumrnen, FIL, RBrwrs BES, Tomaben Al MkDorald MP, AHE Spehal and
oripalual cHagpe e i e B maer lesen e 18 300 AE

Henfribwfi, C1. S, B Sofvi H. Birudef O Puhaii L Kowela E.
BidRaen W Pl S Lo o opRapophie e e e RlTSTY I ThE
Rppocampld Formatew Boan faly phenomemon s AbheemeT disebe
I P - ek, 70 AL

HiefL | L, | Wiabbe b A Bt W Bare |- VAl K 2007, il fiafilai
defic it e st mak] rogratie argaenent Prov Ml desd S0 DG4 B
T ST

Dhovormaoyie, MIL Mofion, L], Wew | Cocbfin 1] Beafe® DA, Delioily, 51,
AR {heodaterifsl plaialo iy oy oo afect of 1udivid ob®s wth iekd (ogsdLive
AT o O T L e el by AbrheR eTer | e rogatholioy. | Altheametel D 5,

-

B Y, Sun X Lew, T, Fuses, FE. Kmdde TO, Meade, CA, (rihdeison, S,
Brrwm. A, 1970 & umple ard wmiine i el ssibed o fee-
ac-ilaig ared Alede- frecfbed Briiue deokian | Mosiokl. Mdh 05 KR EL

Eadtih, L. 'faf Groe, T, 2000 Daffereteies i bt induosd W pcdampal plasmony
I i e L P e L 400 e

Eabws F. Viek K. prolavawa, B, Bae, | 2000 Alkehetc odendsion snd

o ol pllsre m un pary ilagen of Alrhearrer's e
cortrpardng fodlS Bl dpsr Il el cemguler beih Bribae Bran B
B 13-

Kaksi, P, St | Callesal | Sabitere B, CaBagan K. el K.,

PySeler T Ban. O Federipeel Al Kema D Shesth G, Kedfer O 000G
ahe ganmny no che et opitems wicth ddliien oo araae the
prforand pal by | demenitia. Mecrolmage WL VE1-TA1

Korprirll, T0, Moferll LE. 3000 Bewrtien liom mild copailne dnpalimen]
diiild O el S| CiETelieh Tel RRCIETE bl pediedin Neeibiy TR
153 - 5

Eardswed, LU, Chi, ' Seelsmese O1, Dekemley, 1. Codins L], Rsimse I,
Mulum, B], MO Lind afd Wiply of Liped 1] oblodbaiil ool deiods
iy iy perciple with Wakll (9ETeInE Vg RE AU Mol 88 200 - 113

Kemecraak, T), Mokerey, AP, Ferpuacn, BT, Dodat, O, M looficerm @ per il
dlei b ol spobpoposien L on ogreleer prifocmaner = Lageied - rplicrmend
e el e e i B AT Dofey Bias Behan 0 1820 FIL

1TV

Lac o, |, Aredel, I, Voo, K, Mook V. Vihnabek, M. Bolag, M, Bogar, M., o, |

NN Spdial fangaelen and AROL B Gt Skl coffelive el
Dt & 160177

lara, |, Wkiek, K. Vyhindek W Vaaercaa, 06 0 &, Holmerrova, | Tols
Ardrl B Bojar, W, 18k, |, 202 Spahial reeegefien beshing die mimisade.
P Dges of afeies | bl cofiulfee ofganment Bohi Brien B J02
Fhar-259

Laws, BT, Sacdis, 5%, lowber, AL, Slkend, 0N, KB, CA, Keame Wi,
Prardon, PL, Prke, DL Geachard, [0 ER Indrodu Hen st exp oviss of B
R0 ke Suie drgiold precutiey peslms pese @ e e |oviebnd|
W Cae B 230

L, KL, Mouma, CE, Les, W, Sorg ¥, HowasE, KW, Temes B85, Pak, DT, How, H5,
A Fris aryioed-nderpmdeni ol of anylos] preenon peolem 16 pemerns-
hen sl mamderone of demdride spare. Hevrmackmes 000 s - T

talashial, E MaBery, M, Hamsm, L Deleirus, B ATod. M, Terey, B ERs Syruiple
arsd Peu e e aeer du o't er prospiecisct of A1 bearrer © docke Neukian
Len T &7-72

Wlofhwsin, KL, Mervewearhess, MY, Youa Payles, LA, Fayboa B, M08 The ize of
ebaveaal ped husterie effeoic of iramasg heciory Phyeel Behaw 710
JE-T1

Sloreae. P, Bofl, | B, Seiwneih, O Benger, [), Kelbe O, Coowel PC Sadhin, O
SO Apols confeid Seiler dpabal forfoory Ban gpeld n oo adoll AT
Yo apok TR fiede. Bebi Bran Bri 141 1-5.

Bliadler S0 Whill N, Ripasaioeeiang & Thmaa, | Waner SLW J008 THamns
it ol Apeed oo (AR 3ad derdsfe in rermal spreg arsd Alskmimer'c dresw
ving hegh rricicien ME 6 5 1 Yeomobnage &0 42 4K

kel S0 Weatsnd MW, D00 Sebetoe effec ol ie. Apo of il Ak e
Serdrir o Fupepad aSupl 1R g dirpus 19 3330 36

Witon EL Bade. L. Coundn SE_ Debodky. ST e Bsdade Moiredll |
G 5.0, Soaomove. M0, Pesen SE. SEefl &', 3001 Mid cogmeave
el Bathokogy il Seiiaieosd Al Meuiopatied 117, 13- B

AFleary, TR, Brown, EE. 7083 The #Seric of Sppar st deagm snd =l procedars
on Farning aadl memory perkrmane =f O57HS] may on T Reres mes
| Hewemel Meth S0 18- 028

o, T Garrube, DL 1990, Bhpd ofiDe leisdfd ifngdel e llafsoed ooy
S iTaniBon Marmig B dall Behiy. Masses. TIL VE- 1150

Fampecs, @, Fraicen, (08 ], D0l The prajaciet By SULE i Tdno B o ol dlaudie-d
Flumner Aradem Preis, Toodon

Prirrin, B, Eobwrh, RO, Knopmas D% Boewe, BI, Geds, VI, Prok, EJ,
Sevalb G Bl i 0. P0G, Makd qoseabree inpaairel: e yedrs abe Aduh
il G, 14T - R4S

Peiersen RO, Smath GE. bmik EJ. Targabos. EG. Schaidl [v]. Thibeadega, 5N
Esbrtef L. Washg S0 Eudbel LT, 1995 Apobgopeoten £ odlahu o
4 predeier of The developeresl of Al svend @ drieaie o Py amfa ved
ool WA FTR, [T 1TTR

Migrprr § W, FOI0 Fole of plud rol e S oo bon snd musnéerarn e of 1y
Beai Bra B &5 1% 40

Phirmsery. & L., Callonn, MUE, Wioads, AG. Delber. T futher, M. 3004, Sterentogio]
arudys of the crcrpanioaion of ihee drslabe gy Felkming ereorbanad e
hl-tunanu_l%uw\qﬂlﬂ'l! et

Poarien. |, FHE rofen 14, arad B ph siarn
nl'.il.rh'mr‘lm l‘:'nh.i‘ll-ruru.!-l.ll.' SLED

Rt | M[In.'l'u{.ﬂg.hnh‘d Makley KW, Pl RE. Madbe L 2000
Al et vae el | Slad SO R Pl T e S Te G0, 150 154

Ramirer. . J000 Thee rode of axcoal Spend ling in Jore Bonsl reorganianen ser
O vy b Wi Wit el Vol B Pl el AT e ol MaHag o)
. 237-J1

Enmsmen ], WoCudioan M, Carrepss, T, ldawclvaakd, K, Kelby, WG, S
Progren e essfebina corirx lroom sceleraie Ripporampal sprocing
ard ipare apabal ety B ordh Proc MBIl Aded Wa G148
1551215517,

Rimes, A, 1665 Apalqeaproneen | abelet 31 sk Boiors i Aliheare's dseae
Andw Bev Slad 47 -l

Ectien, BF, Van de Eolk MM, Shafer %, van Tandwoori. WA, Bayer, TS
Stk BLW, Scherabs, O S0 Age-prilsird o ol vynsgdopiyun imare-
ek poyiapls Sullini willen The hipfdcamfe of AFFIIISL
PeiMieEl, amd APFPTRISLPS IMISEL tRidgchic @ece. Am | Fated 35T
Wl =171

Sarhdiew P, Lipracis, D6 Ceawioed, | S Eochaa, HA, Tealksr, | N
Drsgere, B Sawin, Wl | Ksaip K Lix, O, Mucher 08 Bvalegy, H, J0E2 Boik
prafies of wHypes of mald cogmdney aTpanTend he fpdney memaony snd
sprmyg ibedy. | AMm Cerlr. Sox. B0 2400

Srlioar. [1]. 2002 Peoamalisg Alibnier s doicaie Smsoe BT 43 - 402

S bl U by i S 108 H gt di ] dhere et Clussd dapel B getting
of ol ivey Flormaticn n raie Peor, Matl Acad Sci DISA S S8R5 5EAT

fwlran, PMWL, Mee, BL, Mesis 9, Shrechel DL, 2008 Wkl repensl
Sallrirrery ol brian bomas Leagarmienm Largeied ieplimmeral
fisid. Meiiaoeioe |2 7733,

She, L1 Tretiia, | C. Eimi, . Moulvh, P. Pisie. (L. Maria L] P07 L of e
PRFTVTLSIE Vel PR w hapiasumipia cemtalined WAtk
ioirulier dechie o AEbhifeT dociie | Heoropalbel Eip Mool Sh
LEEERS S

Wan Cacter, T, Comans, |, Aberndes, &, Didiapen, ©. furpolnd F, Saee [, 002
I sodrr ol merdasl and Lifsrasl irx m spabial il Ll
Confle T, 850435




CONTRIBUTIONS EXPERIMENTALES

APOE4 et sensibilité exacerbée a la 1ésion entorhinale

TR e ar al | Sewrahiodegy of Agng B (R ] hRER- ST e

wan fErem, M0, f."qn'f. rIL.IH'ﬁl_Illc. ml‘kmdm -
i iner off e

reitenrk. Ml ey

Merai. B0 I - Y

Wieniger L Biheder, M, Largre, O, Wiell, 5., UHLH!WNM
mermery m oaneied sy ovirtesl eeality oo indeedesh wilk smrevke  prakd
cigffulivr affbi sl Meusipey hobigha &8, 518510

hariiore 1) Towwee, I e Off o aiadl uoer dovelaiies bepesens aoe sl
rae o diy Lamd bar nol waker muoec Pigoel Bebase 00, 1FE - §197

Whale, 1" FA, Homdsorgh, K., 500 Miersiom in Apod ard fpo] i redales
Bia eryforvend ke el Forprded e o @ Swir el of e el oo fles b,
Exp, Mol 8, WT-HIE

147

Vitute, F, HWioll |A, BEows, AD, Morgsorgh, K. HO05 Impuiced secranad
pliilis®y in EHampens  mEe expiening  boman apelipeproben 14



CONTRIBUTIONS EXPERIMENTALES

APOE4 et sensibilité exacerbée a la lésion entorhinale

Discussion de I’étude n°2

Résultats comportementaux

Dans cette étude, nous avons démontré que chez la Souris APOE4, la 1ésion entorhinale
partielle induit spécifiquement des déficits de navigation spatiale en association avec une
réduction de la densité synaptique et a un déficit de bourgeonnement cholinergique au niveau
des zones de terminaison des voies perforantes dans le DG.

L’absence de déficit spontanée de navigation chez les souris APOE4 témoins est cohérente
avec les résultats obtenus chez des souris transgéniques 4POE4 males d’autres lignées a des
ages équivalents (Raber et al. 2000 ; Bour et al. 2008). De plus, chez I’homme également, les
effets négatifs de I’APOE4 s’exprimeraient au cours de vieillissement essentiellement du fait
de la présence de pathologies dégénératives (Practorius et al. 2013 ; Foster et al. 2013).

En présence d’une lésion entorhinale bilatérale partielle, les souris APOE4 présentent un
déficit marqué au test de rétention du labyrinthe de Barnes alors que les souris APOE3 1ésées
ont de bonnes performances de rétention malgré des 1ésions d’étendue similaire. Ce déficit
parait étre spécifique des capacités de navigation, aucun déficit n’ayant été détecté dans les
taches ou ce processus ne jouerait pas un role critique (reconnaissance d’objets, localisation
d’objets, discrimination olfactive).

L’absence d’effet sur la reconnaissance d’objets pourrait s’expliquer notamment par le fait
que le cortex périrhinal a été largement épargné par les lésions alors que cette structure
semble étre critique pour la reconnaissance des objets (Burke et al. 2012). Le fait que les
capacités de détection de déplacement d’objets sont également préservées dans 1’ensemble des
animaux malgré ’atteinte du cortex entorhinal latéral est plus surprenant. En effet, le LEC
serait particuli¢rement impliqué dans les traitements des objets contenus dans
I’environnement (Ekstrom et al. 2003 ; Van Cauter et al. 2012) et notamment de
I’emplacement des objets comme le suggere 1’enregistrement des Object-in-place cells et des
Object-trace cells dans cette stucture (Tsao et al. 2013). Cette absence d’effet des 1ésions
pourrait s’expliquer notamment par I’étendue limitée des dommages dans le LEC, nos 1ésions
touchant plus massivement le MEC impliqué dans la cognition spatiale (Van Cauter et al.
2012).

Concernant les excellentes performances de discrimination olfactive de tous les groupes
d’animaux, il faut noter que I’atteinte entorhinale induit des effets extrémement contrastés sur
la reconnaissance d’odeur allant d’une facilitation a I’induction de déficits sévéres (Staubli et
al. 1984 ; Ferry et al. 2006). De plus, la dépendance de la discrimination olfactive au cortex
entorhinal dépendrait du protocole utilisé, celle-ci étant la plus manifeste avec des protocoles
d’apprentissages reposant sur la présentation simultanée des odeurs (Otto & Garruto 1997),
or, notre protocole d’apprentissage reposait sur une présentation séquentielle des odeurs.

La sensibilité exacerbée des souris APOE4 a la l1ésion entorhinale partielle dans la tache de
navigation suggere que, chez les patients MCI, Iatteinte précoce de cette structure suffirait a
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expliquer ’apparition de déficits de navigation qui caractérisent les porteurs de ’APOE4
(Laczo et al. 2010). D’autre part, I’absence de déficit en reconnaissance et localisation d’objet
chez nos souris suggere que ce serait plutdt 1’atteinte connue et également précoce du cortex
périrhinal (Braak et al. 2006) qui participerait au développement des déficits de
reconnaissance et de localisation d’objets durant le MCI (Didic et al. 2011). Enfin, concernant
les troubles précoces de reconnaissance olfactive des patients MCI, il est possible que
I’atteinte entorhinale n’y joue pas un role central, ces déficits pouvant également s’expliquer
par ’atteinte précoce d’autres régions olfactives (Price et al. 1991). De plus, il semblerait que
les déficits olfactifs accompagnant le MCI soient plutot liés a la pathologie amyloide
(présence de peptide et/ou dépdts amyloides) qui est absente chez nos souris. En effet, ces
déficits olfactifs sont également présents chez les individus asymptomatiques ne présentant
pas de pertes neuronales marqués (Wilson et al. 2009) et dans le cadre du syndrome de Down
qui est associé a une amyloidose marquée (Murphy et al. 1999).

Remodelages synaptiques

Les souris témoins des deux génotypes présentent des densités synaptiques similaires dans le
DG, confirmant que I’APOE4 n’induit pas en soit d’altérations synaptiques majeures dans
I’hippocampe de la Souris (Dumanis et al. 2009). Cependant, 111 jours apres la Iésion,
contrairement aux souris hAPP/APOE3, les souris hAPP/APOE4 présentent une diminution
de la densité synaptique dans les zones de terminaison des voies perforantes. L.’absence de
réduction de la densité synaptique chez les souris exprimant I’APOE3 pourrait s’expliquer par
une réinnervation du DG, la 1ésion entorhinale chez la Souris entrainant une perte initiale de
synapses qui est progressivement compensée dans les 30 a 90 jours suivants (Hardman et al.
1997 ; White et al. 2001b). Ainsi, il est probable que nos souris hAPP/APOE4 lésées
présentent un déficit de bourgeonnement glutamatergique dans le DG, en accord avec les
résultats obtenus avec des souris APOE4-tr (White et al. 2001b).

Concernant I’innervation cholinergique du DG, la encore, les souris témoins des deux
génotypes présentent des densités similaires cohérentes avec 1’absence d’atteintes structurelles
cholinergiques spontanées chez les souris exprimant ’APOE4 (Bronfman et al. 2000). La
lésion entorhinale est associée a un bourgeonnement cholinergique dans les zones
désafférentées du DG chez les rongeurs (Lynch et al. 1972 ; Ramirez 2001) comme chez les
patients DTA (Geddes et al. 1985) et MCI (Dekosky et al. 2002 ; Ikonomovic et al. 2003 ;
Mufson et al. 2012). Dans notre étude, seules les souris APOE3 présentent une augmentation
de la densité des terminaisons cholinergiques dans le DG apres 1ésion entorhinale. Ainsi, les
souris APOE4 présenteraient ¢galement un déficit de bourgeonnement cholinergique en
cohérence avec les résultats obtenus chez des souris APOE4-tr (Blain et al. 2000).

Par conséquent, les déficits de navigation caractérisant les patients MCI porteur de I’APOE4
pourraient étre causés par une moindre capacité de compensation synaptique face a la
déconnexion hippocampique induite par la perte de neurones entorhinaux. Cette hypothese est
d’autant plus plausible que les individus porteurs de I’APOE4 ont également des retards de
récupération fonctionnelle apres traumatisme cranien (Teasdale et al. 1997 ; Friedman et al.
1999) qui seraient causés par des déficits des mécanismes de compensation plutdt que par une
sévérité plus importante de 1’atteinte initiale (Zhou et al. 2008). Chez la souris APOE4 aussi,
les déficits de récupération aprés un traumatisme cranien expérimental (Sabo et al. 2000 ;
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Bennet et al. 2013) seraient liées a un déficit des mécanismes de réparation plus qu’a
I’activation de mécanismes pathologiques (Crawford et al. 2009).

Conclusion

Nos résultats suggerent que le développement précoce de déficits de navigation chez les
patients APOE4 pourrait étre li¢ a Iatteinte du cortex entorhinal. Ainsi, chez nos souris, une
Iésion dont I’ampleur ne suffit pas a provoquer un déficit chez les APOE3 est-elle suffisante
pour entrainer un déficit séveére chez les APOE4, résultat qui est en cohérence avec
I’hypothése d’une sensibilité cognitive exacerbée aux lésions entorhinales en présence de
I’APOFA4.

Ces déficits pourraient notamment s’expliquer par une moindre capacité de compensation et
de réinnervation synaptique et notamment de bourgeonnement cholinergique chez les souris
hAPP/APOE4. Cependant, comme les souris hAPP/APOE3 1ésées présentent a la fois une
récupération glutamatergique et un bourgeonnement cholinergique, a cette étape de mon
travail de these, il est prématuré de chercher a déterminer quelle est la contribution respective
de ces deux types de réorganisations synaptiques a la récupération fonctionnelle. Il existe
néanmoins un argument indirect en faveur d’un rdle fonctionnel du bourgeonnement
cholinergique a la lumiére d’un travail antérieur du laboratoire. En effet, des souris C57BL/6J
avec une lésion partielle du cortex entorhinal présentent un déficit massif de performances de
rétention dans des tidches de navigation spatiale (piscine de Morris et labyrinthe de Barnes)
lorsque I’on ajoute une Iésion massive et sélective des neurones cholinergiques du MSDBB
(These de Pierre-Henri Moreau, 2011). Cette seconde lésion ayant notamment empéché le
bourgeonnement cholinergique, il est possible que les déficits massifs obtenus avec la double
Iésion soient liés a I’absence d’un effet compensatoire de ce bourgeonnement.

Afin de prendre en compte 1’aspect dynamique des phénomeénes de bourgeonnement et de
dissocier les effets des bourgeonnements cholinergiques et glutamatergiques sur la
récupération fonctionnelle, j’ai donc entrepris une troisiéme €étude en utilisant différents délais
post-1ésionnel.
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Etude n°3

Quelle est la contribution respective
des bourgeonnements cholinergique et glutamatergique
a la compensation du syndrome de déconnexion hippocampique ?

Les résultats de 1’étude précédente suggerent que les déficits de réorganisation
synaptique, notamment de bourgeonnement cholinergique et glutamatergique, pourraient
participer a une sensibilité¢ exacerbée aux conséquences cognitives des l1ésions entorhinales en
présence de 1’allele APOE4. Afin d’étudier la contribution respective de ces deux formes de
réorganisation synaptique a la compensation fonctionnelle de la désafférentation
hippocampique, nous avons utilis¢ les souris h4APP/APOE4 comme un outil permettant
d’étudier la dynamique de récupération fonctionnelle en 1’absence de bourgeonnement
cholinergique. De plus, a I’aide d’une approche électrophysiologique et optogénétique, nous
avons exploré les mécanismes potentiels par lesquels le bourgeonnement cholinergique

pouvait compenser la désafférentation hippocampique induite par 1ésion entorhinale.
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Quelle est la contribution respective des bourgeonnements
cholinergique et glutamatergique a la compensation du syndrome

de déconnexion hippocampique ?

Contexte scientifique général

Le MCI est une condition clinique labile pouvant mené a la démence (Petersen et al. 2001),
bien que cet état puisse resté stable (Bennett et al. 2002). Seize a 38% des patients MCI
présentent méme un minimum d’un épisode de rémission spontanée vers un niveau normal de
performance cognitive (Koepsell et al. 2012 ; Roberts et al. 2013). Ainsi, le MCI représente
probablement la derniére fenétre thérapeutique crédible permettant d’intervenir

significativement sur la progression de la pathologie (Selkoe 2012).

La grande variabilité¢ interindividuelle dans la progression clinique du MCI pourrait
notamment traduire [’action de mécanismes compensatoires limitant 1’expression
symptomatique du syndrome de déconnexion hippocampique. Si c’est le cas, il est
envisageable que la perturbation de ces mécanismes puisse contribuer a la progression du
MCI ainsi qu’a la conversion vers la démence. Or, les individus porteurs de ’allele APOE4
ont plus de risque de développer un MCI (Brainerd et al. 2013), présentent moins de
rémission cognitive (Koepsell et al. 2012 ; Kudrnovsky-Moser et al. 2013 ; Roberts et al.
2013) et progressent plus facilement vers la démence (Xu et al. 2013). L’ensemble de ces
caractéristiques est particuliecrement compatible avec un déficit de compensation de la

déconnection partielle de I’hippocampe caractérisant le MCI.
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Cependant, les phénoménes mis en jeu dans la compensation de la désafférentation
hippocampique ne sont pas clairement identifiés. Plusieurs changements ont lieu dans la
formation hippocampique spécifiquement durant le MCI. Au sein de la formation
hippocampique, on observe notamment 1’augmentation parallele du niveau d’expression de
I’APOE (Glockner et al. 2002), de D’innervation cholinergique (Dekosky et al. 2002 ;
Ikonomovic et al. 2003) ainsi que de I’activité des réseaux neuronaux (Putcha et al. 2011).
Tous ces changements sont absents chez des sujets cognitivement normaux et tendent a
disparaitre avec la conversion vers la démence, ce qui en font des mécanismes compensatoires
potentiels. D’ailleurs, durant le MCI, le cortex entorhinal et I’hippocampe présentent
spécifiquement une augmentation transitoire de 1’expression de geénes impliqués dans la
synaptogénese, la plasticité synaptique, le guidage axonal et la facilitation de I’excitabilité

neuronale (Berchtold et al. 2014).

Il reste donc a déterminer parmi ces phénoménes propres au MCI et qui co-évoluent

parallélement lesquels sont pathologiques et lesquels sont compensateurs.

Bourgeonnements synaptiques et compensation fonctionnelle

Un mécanisme potentiel pourrait-étre le bourgeonnement de collatérales cholinergiques dans
les zones désafférentées du DG qui s’observe a la fois chez les rongeurs aprés Iésion
entorhinale (Lynch et al. 1972 ; Ramirez 2001) et chez le patient MCI (Geddes et al. 1985).
De plus, le MCI n’étant caractérisé que par des pertes partielles de neurones entorhinaux, le
bourgeonnement de collatérales des fibres entorhinales survivantes pourrait également
contribuer a une réinnervation plus homotypique. La réinnervation glutamatergique des
couches désafférentées joue probablement un rdle important dans la récupération
fonctionnelle. En effet, dans le cadre de Iésions partielles, les projections survivantes en
provenances des zones non-lésées du cortex entorhinal pourraient présenter un
bourgeonnement de collatérales et réinnerver les zones désafférentées de maniere plus
homotypique que le bourgeonnement cholinergique (Kadish et al. 2003). Cela n’a cependant
jamais été directement démontré chez la Souris. Chez le Rat, la réinnervation par des
collatérales de fibres entorhinales a ét¢ démontrée apres une 1ésion entorhinale unilatérale. En
effet, grace a la présence des voies perforantes croisées, une lésion unilatérale massive va

entrainer le bourgeonnement de collatérales des projections intactes du cortex entorhinal
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contralatéral qui vont progressivement réinnerver la zone désafférentée (Steward 1976 ;
Deller et al. 1996). Par conséquent, il semble bien que les voies perforantes soient capables de
produire un bourgeonnement de collatérales et d’induire une réinnervation fonctionnelle de
I’hippocampe  désafférenté. Néanmoins, en [’absence de voies perforantes croisées
significatives chez la Souris (Van Groen 2002) ou le Primate (Witter & Amaral 1991), la
réinnervation glutamatergique homotypique ne pourrait provenir que de collatérales
ipsilatérales. Enfin, il faut rappeler que d’autres circuits glutamatergiques hippocampiques
pourraient également concourir a la réinnervation glutamatergique (Ramirez 2001). Quoi qu’il
en soit, il apparait que la dynamique de réinnervation synaptique reste globalement trés

similaire entre rat et souris (Hardman et al. 1997).

Si les réorganisations synaptiques hippocampiques, notamment cholinergiques, sont étudiées
depuis plus de 40 ans (Lynch et al. 1972), la plupart des études se focalisent uniquement sur le
DG, et le plus souvent chez le Rat. Or, le cortex entorhinal innerve directement I’ensemble de
I’hippocampe (Van Strien et al. 2009) et donc les réorganisations dans les autres régions
pourraient également contribuer a la récupération fonctionnelle. De plus, les mécanismes
potentiellement impliqués dans la compensation de la déconnection glutamatergique de
I’hippocampe par le bourgeonnement cholinergique restent particuliérement obscurs. En effet,
ce phénomeéne n’a jamais ¢té directement mis en relation avec la compensation d’une
altération comportementale, notamment par le manque d’outils permettant de moduler
spécifiquement le bourgeonnement cholinergique sans impacter le fonctionnement basal de
I’innervation cholinergique. Or, les souris #4APP/APOE représentent potentiellement un tel
outil étant donné que les souris "APP/APOE4 présentent un déficit de bourgeonnement

cholinergique (publication n°2).

Il a été démontré qu’apres 1ésion entorhinale, les souris transgéniques exprimant 1’APOE4
montrent des déficits de réorganisations synaptiques dans le DG (White et al. 2001b),
notamment de bourgeonnement cholinergique (Blain et al. 2006). Néanmoins, en absence
d’évaluation cognitive, les conséquences fonctionnelles de ces déficits synaptiques restent
spéculatives. De plus, I’existence méme du bourgeonnement cholinergique a été remise en
cause par des ¢tudes suggérant qu’il ne serait qu’un artefact produit par I’atrophie du tissu
causée par la désafférentation de I’hippocampe (Phinney et al. 2004). De plus, il apparait que

les différents marqueurs cholinergiques ne traduisent pas tous un bourgeonnement
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cholinergique (Aubert et al. 1994 ; Henderson et al. 1998), faisant douter de la fonctionnalité
de ce phénomeéne, voire de son existence méme. Or, le développement des approches
optogénétiques permettant d’activer sélectivement un phénotype spécifique de neurones avec
une résolution temporelle d’ordre physiologique permettrait d’évaluer les changements de
sensibilité¢ a la modulation cholinergique induits par le bourgeonnement. Cette approche est
particuliereemnt adaptée pour démontrer la fonctionnalité du bourgeonnement et pour
explorer les mécanismes par lesquels il est capable de compenser la désafférentation

glutamatergique.

Les phénomeénes de bourgeonnement synaptiques seraient fortement dépendant des hormones
sexuelles chez les femelles (Kadish et al. 2009). En effet, les hormones sexuelles
potentialiseraient les réorganisations cholinergiques (Kadish et al. 2002a) et glutamatergiques
(Morse et al. 1986) via leurs effets neurotrophiques facilitant synaptogénése et spinogénése
dans I’hippocampe (Liu et al. 2001). Ainsi, si les souris 24PP/APOE4 males représentent un
modele intéressant pour étudier I’impact d’un déficit de bourgeonnement cholinergique sur la
récupération fonctionnelle, il serait intéressant de déterminer si chez les souris h4PP/APOE4
femelles les hormones sexuelles sont capables de compenser les effets déléteres de I’APOE4
sur le bourgeonnement cholinergique. En effet, a I’heure actuelle, aucune étude n’a évalué les

capacités de bourgeonnement synaptique chez des souris APOE4 femelles.

Objectifs de I’étude

Afin de déterminer la contribution respective des réorganisations cholinergiques et
glutamatergiques dans I’hippocampe a la compensation fonctionnelle de la déconnection
hippocampique, nous avons utilis¢ les souris 2 4PP/APOE4 en tant que modele présentant un

déficit de bourgeonnement sans atteinte du fonctionnement cholinergique normal.

Nous avons reproduit des Iésions bilatérales partielles du cortex entorhinal chez des souris
hAPP/APOE3 et hAPP/APOE4 des deux sexes afin de déterminer si les hormones sexuelles
sont capables de compenser les effets négatifs de ’APOE4. Le profil de récupération
fonctionnelle de ces souris dans la tache du labyrinthe de Barnes a ensuite été évalué a trois

délais post-lésionnels (30, 70 et 170 jours apres la 1ésion) en parallele avec 1’étendue des
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réorganisations synaptiques hippocampiques. L’étude précédente portait sur un seul délai
post-1ésionel de 60-75 jours pour la tiche du labyrinthe de Barnes et de 111 jours pour
I’évaluation du bourgeonnement. Les terminaisons cholinergiques ont été¢ quantifiées par
immunomarquage de la protéine VAChHT, tandis que les réorganisations des terminaisons
glutamatergiques principales ont été étudiées via I’immunomarquage de la protéine VGLUTI,
celle-ci étant fortement exprimée dans les terminaisons des cellules principales corticales et

hippocampiques (Fremeau et al. 2004).

Enfin, nous avons utilis¢ des souris ChAT-ChR2 exprimant le canal rhodopsine-2
spécifiquement dans les neurones cholinergiques pour déterminer en quoi le bourgeonnement
cholinergique module [D’influence cholinergique sur [’hippocampe par une approche
combinant des enregistrements éléctrophysiologiques extracellulaires avec des stimulations

optogénétiques des neurones cholinergiques projetant sur I’hippocampe.
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Abstract

The Mild Cognitive Impairment (MCI) often precedes Alzheimer’s disease (AD) and
is characterized by a loss of entorhinal neurons leading to a hippocampal disconnection
syndrome associated with aberrant hippocampal hyperactivity. Despite the lack of direct
evidence, the concomitant sprouting of cholinergic fibers within the hippocampus has been
proposed to eventually compensate this disconnection syndrome. Compared to patients
bearing the APOE3 allele, APOE4-carriers are more prone to develop MCI and show a faster
transition to AD. Thus, impaired compensatory mechanisms may contribute to 4APOE4’s
pathological effects. Using partial entorhinal lesions in transgenic mice, we demonstrated that
a transient cholinergic sprouting followed by a slower glutamatergic reinnervation contributed
to functional recovery. Interestingly, the cholinergic sprouting and related recovery were
altered only in male but not female APOE4 mice, whereas the glutamatergic reinnervation
was altered in both sexes. Finally, in contrast with reports suggesting a major amyloid
contribution to hippocampal hyperactivity in AD, we found that entorhinal neuronal loss was
sufficient to trigger abnormal activities that were normalized by optogenetic cholinergic
stimulations. Together, these data indicate that impaired synaptic compensations could
contribute to the faster cognitive decline of APOE4 MCI patients. Therefore, targeting sexual
hormone signalization or supporting the cholinergic control of hippocampal aberrant activity
may represent promising alternative therapeutic strategies during MCI, especially for APOE4-

carriers.
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Introduction

MCI is a clinical condition (1) that often leads to Alzheimer’s disease (AD) and is
anatomically characterized by early neuronal loss in the entorhinal cortex (EC). The loss of
entorhinal inputs to the hippocampus, leading to a ‘hippocampal disconnection syndrome’ (2-
3), is thought to drive cognitive decline (4). However, clinical trajectories vary markedly from
abrupt AD-conversion to long-lasting MCI or even reversion to normal cognition (5).
Thereby, some mechanisms may compensate for the hippocampal disconnection. Compared
with APOE3 allele carriers, APOE4-carriers have increased risk for MCI (6), faster transition
to AD (7) and less reversion to normal cognition (5), indicating that the compensation could
be altered in these patients. During MCI, a transient hippocampal cholinergic sprouting (8)
has been proposed as a putative compensatory mechanism despite the lack of direct evidence.
Since APOE4-patients are less sensitive to anticholinesterase therapies (9), the cholinergic
sprouting may be impaired by APOE4. In support for this hypothesis, APOE4 transgenic mice
have been associated with impaired cholinergic sprouting in the hippocampal dentate gyrus
(DG) after EC lesions (10-11).

However, alteration in cholinergic sprouting has never been directly related to
impaired behavioral recovery, and the potential contribution of glutamatergic reorganization
is underexplored. In addition, synaptic reorganization in extra-dentate hippocampal fields has
never been characterized, even though the EC innervates all hippocampal sub-regions (12).
More importantly, the mechanisms underlying a cholinergic compensation of hippocampal
glutamatergic disconnection remain elusive.

To determine the respective contribution of hippocampal cholinergic and
glutamatergic sproutings to the functional compensation of hippocampal disconnection, we
induced partial bilateral entorhinal lesions in APOE3 and APOE4 targeted-replacement mice

and determined the time course of behavioral recovery in a Barnes-maze task as well as
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cholinergic and glutamatergic reorganizations in the main hippocampal subregions. Using
optogenetic approaches, we also assessed whether the lesion-induced sprouting of cholinergic
fibers tunes the cholinergic modulation of hippocampal network in mice harboring the

channel-rhodopsin 2 specifically in cholinergic neurons (Ch47T-ChR2 mice).
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Results and Discussion:

To model the hippocampal disconnection syndrome, we induced bilateral partial EC lesions
with stereotaxic NMDA excitotoxin micro-injections. Lesion size did not differ between

groups and mice with lesion expending outside the EC were excluded (Supplemental tablel).

Supplemental table 1. Percentage of lesioned EC

Dpl Male APOE3 Male APOE4  Female APOE3 Female APOE4
30 39.196% +4.42  37.225% +4.37 44.532%+3.29 39.344% +3.11
70 39.474% +2.05 36.243% +4.66 40.957% +2.79 36.478% +2.59
170 40.122% +2.45 39.728% +2.33  34.362% +6.16  37.254% + 3.91

Data are presented as mean = SEM

Table 1 provides lesion extent for all lesioned groups. There was no significant differences in
the lesion extent between genotype (F(1.75=2.073, p=0.16), sex (F(1.78=0.355, p=0.55), post-
lesional delays (F(2.73y=0.080, p=0.92) or interaction among these factors . A clear cell loss
was observed in the NMDA-lesioned EC. Mice with extensive damage to the hippocampus
(>5.0%), presubiculum (>10%), perirhinal (>10%) or postrhinal (>10%) cortices were
excluded. Finally, a total of 21 APOE3 and 30 APOE4 lesioned male mice as well as 19
APOE3 and 22 APOE4 lesioned female mice were included in analysis.

Since spatial memory impairments occur in MCI (13), especially in APOE4-carriers (14), we
evaluated in male APOE3 and APOE4 mice the spatial memory recovery in a Barnes Maze
task at 30, 70 and 170 days post-lesion (dpl). Following five acquisition days (Supplemental
Figure 1), memory performances were measured in terms of target quadrant preference during
a probe-trial 24 hours after the last acquisition session (Figure la and supplemental table 2).
These retention performances were influenced by the post-surgical delay (delay*quadrant
interaction: F.085=2.49; p=0.02) and the genotype (genotype*quadrant interaction:
F3.285=5.68; p=0.0008). However, all sham-mice visited more the target quadrant than the
others or than chance, indicating a good recall of the target position. Lesioned-4POE3 mice
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were slightly impaired only at 30 dpl. On the opposite, lesioned-APOE4 mice were deeply
impaired at both 30 and 70 dpl before recovering at 170 dpl. Thus, APOE4-mice exhibited

slower recovery than APOE3-mice following partial EC lesion.

Supplemental figure 1. Male APOE-mice learning in the Barnes maze.
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During the 5 training days, all groups reduced the time needed to reach the target hole (day
effect: F.330=378.821, p<0.00001) demonstrating a similar motivation to escape the maze.
However, during the acquisition, mice preferentially developed a non-spatial serial strategy to
solve the task, as frequently described in the C57BL/6J background. On the contrary, during
the probe trial, only spatial strategies allowed the expression of a preference for the target
hole. Thus this trial was used for assessing spatial memory performances (Figure la, in the
main text).

To determine the extent of glutamatergic and cholinergic presynaptic reorganizations, we
performed immunostaining against the vesicular glutamatergic transporter 1 (VGIuT1) and

vesicular acetylcholine transporter (VAChT) respectively (Figure 1b and supplemental table

3-4).

Lesion-induced glutamatergic changes were layer- and delay-dependent (lesion*layers*delay
interaction: F30,1005=2.117; p=0.00046). In lesioned-4APOE3 mice, glutamatergic input loss
was only present at 30 dpl and restricted to layers receiving entorhinal inputs. In contrast, at

30 dpl, lesioned-4POE4 mice exhibited a loss of glutamatergic inputs in most hippocampal
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layers (Figure 1b), suggesting an overall perturbation of intra-hippocampal glutamatergic
networks. Furthermore, this glutamatergic loss was maintained at 70 dpl in layers receiving

entorhinal inputs, indicating a slower glutamatergic reinnervation in lesioned-4POE4 mice.

Post-lesional delay and genotype also influenced layer-specific cholinergic changes
(layer*delay*genotype*lesion interaction: Fo;1005=1.505; p=0.04). At 30 dpl, lesioned-
APOE3 presented a cholinergic sprouting specifically in the deafferented DG middle
molecular layer. At 70 dpl, this cholinergic sprouting expanded to some non-deafferented
layers before disappearing at 170 dpl. Interestingly, lesioned-4APOE4 showed no evidence of
cholinergic sprouting whatever the layer considered. Thus, lesioned-4APOE3 mice that had a
faster behavioral recovery also expressed a transient cholinergic sprouting. However, the
delayed glutamatergic sprouting in lesioned-4APOE4 mice might also have contributed to their
delayed behavioral recovery, precluding any conclusion about the functional role of the

cholinergic sprouting at this step.
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Figure 1. Delayed behavioral recovery associated with impaired cholinergic sprouting in
lesioned male APOE4-mice. (A) In the Barnes maze probe trial, lesioned-4APOE4 mice were
impaired at 30 and 70 dpl whereas lesioned-4POE3 mice were only mildly affected at 30 dpl.
$: preference for target quadrant differs from chance at p<0.05 (z-test); & differs from target-
quadrant p<0.05 (LSD). (B) Lesioned-APOE4 mice had a broader glutamatergic
deaferentation at 30 dpl and a delayed glutamatergic reinervation. Only lesioned-4APOE3 mice
exhibited a cholinergic sprouting at 30 and 70 dpl. The putative origin of VGLuT]1 inputs is
indicated in orange. OML: outer molecular layer, MML: middle molecular layer, IML: inner
molecular layer, HIL: hilus, oLM: outer laculonosum-moleculare, iILM inner laculonosum-
moleculare, RAD: radiatum, LUC: [ucidium, OR: oriens, LEC: lateral entorhinal cortex;
MEC, medial entorhinal cortex *: VAChT density differs from sham level (p<0.05, LSD); #:
VGLuT1 immunoreactivity differs from sham level (p<0.05, LSD).
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Female rodents have been shown to be less sensitive to EC lesion (16), maybe through a
facilitator effect of estrogen on sprouting responses (17). Thus, we replicated our experiment

in female APOE3 and APOE4 mice.

Supplemental figure 2. Female APOE-mice learning in the Barnes maze.
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During the 5 training days, all groups reduced the time needed to reach the target hole (day
effect: F4.340=378.437, p<0.00001) demonstrating a similar motivation to escape the maze.
However, during the acquisition, mice preferentially developed a non-spatial serial strategy to
solve the task, as frequently described in C57BL/6J background. On the contrary, during the
probe trial, only spatial strategies allowed the target hole localization and thus this trial was
used for assessing spatial memory performances (Figure 2a in the main text).

In the Barnes maze (Figure 2a, supplemental table 1 and Supplemental Figure 2), the target
quadrant preference was only influenced by the lesion (lesion*quadrant interaction:
F3.255=2.86; p=0.037). Contrary to male mice, sham and lesioned female mice from both
genotypes visited more the target quadrant than chance at all delays. To determine whether
these good performances at all dpl were linked to synaptic glutamatergic or cholinergic
reorganization, we reproduce VGLUT1 and VACHT immunostainings. Lesion-induced
glutamatergic changes (Figure 2b and supplemental table 5) were layer and genotype-specific
(layers*genotype*lesion interaction: F(i5.900=2.303; p=0.0032). As in male, glutamatergic

inputs loss in female lesioned-APOE3 mice was restricted to layers receiving entorhinal

inputs at 30 dpl. In female lesioned-4POE4 mice however, the glutamatergic loss was also
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limited to these layers, but it persisted throughout all delays. Since female lesioned-4APOE4
mice expressed an early behavioral recovery despite an enduring glutamatergic
deafferentation, it is unlikely that the glutamatergic reinnervation represent the only
compensatory mechanism following entorhinal lesion.

Lesion-induced cholinergic sprouting in female mice (Figure 2b and supplemental
table 6) was layer-specific and independently influenced by the delay (layers*lesion*delay
interaction: F30,000=1.607; p=0.021) and the genotype (layers*lesion*genotype interaction:
F(15.900=1.746; p=0.038). In contrast to male APOE4-mice, lesioned-APOE4 female mice
showed a marked cholinergic sprouting in the deafferented layers at all post-lesional delays
and in the CA3 /lucidium at 30 and 70 dpl. Lesioned-APOE3 female mice had also a
cholinergic sprouting in the deafferented layers at each delay and this sprouting occasionally
extended to layers not massively targeted by entorhinal inputs (CA2 and CAl oriens and

radiatum at 30 dpl and in the DG hilus at 170 dpl).
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Figure 2. Lesioned-4POE4 female mice had normal behavioral performance and intact
cholinergic sprouting. (A) Lesioned female mice from both genotypes were never
dramatically impaired in the Barnes Maze probe trial, indicating intact spatial memory. $:
preference for the target quadrant differs from chance at p<0.05 (t-test); @: differ from target
p<0.05 (LSD). (B) Lesioned mice from both genotypes had a long-lasting cholinergic
sprouting, and lesioned-4POE4 mice had impaired glutamatergic reinnervation. The putative
origin of VGLuT1 inputs is indicated in orange. OML: outer molecular layer, MML: middle
molecular layer, IML: inner molecular layer, HIL: hilus, oLM: outer laculonosum-moleculare,
iLM inner laculonosim-moleculare, RAD: radiatum, LUC: lucidium, OR: oriens, LEC: lateral
entorhinal cortex; MEC, medial entorhinal cortex *: VAChT density differs from sham level
(p<0.05, LSD); #: VGLuT1 immunoreactivity differs from sham level (p<0.05, LSD).
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Thus, despite the absence of a complete glutamatergic reinervation, lesioned-APOE4 female
mice had quite-normal behavioral performances associated with a long-lasting cholinergic
sprouting, supporting the view that the cholinergic sprouting actively compensates the
hippocampal glutamatergic disconnection. Interestingly, a similar transient cholinergic-related
compensation of memory impairments was reported in primates after limbic lesions (18), and
cholinergic activity was associated with cognitive reserve proxies in AD (19). Thus, the
cholinergic sprouting in MCI patients (8) may represent a compensatory mechanism allowing
coping with the loss of entorhinal inputs. The unaltered cholinergic sprouting in female
APOE4-mice was most probably related to the positive hormonal modulation on sprouting
(17). However, as MCI occurs in post-menopausal women, such positive modulations are not
likely to occur in female APOE4-patients. Thus, APOE4-related impairments in cholinergic

compensation may represent a general drive accelerating the cognitive decline during MCI.

Overall, the cholinergic sprouting was more consistent in deafferented layers, closely linking
this reactive response with the loss of entorhinal inputs. However, the cholinergic sprouting
occasionally expanded to non-deafferented layers, suggesting possible genotype and sex-
dependent broader modulations of hippocampal networks. Nevertheless, the cholinergic
sprouting in the DG appears to be sufficient to mediate a partial compensation (see lesioned-
APOE3 male at 30 dpl and lesioned-4POE4 female at 170 dpl), implying that the DG is

critical for the cholinergic compensation in the Barnes maze.

To investigate the changes induced by the sprouting on cholinergic modulation of
hippocampal networks properties, EC lesions were reproduced in ChAT-ChR2 mice. These
mice express the channelrhodopsin-2 only in cholinergic neurons, allowing their selective
activation through 470 nm light-pulses. Lesioned-Chat-ChR2 mice were not impaired in the
Barnes maze at 30 dpl (quadrant effet: F;304=12.23, p=0.0004) and presented similar
glutamatergic (layers*lesion interaction: F3.24=17.1912; p=0.0002) and cholinergic changes

(layers*lesion interaction: F3.04=17.1912; p=0.0003) than APOE-mice exhibiting a
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cholinergic sprouting (Figure 3A&B). Brain oscillations in theta and gamma frequency bands
and their interactions are involved in learning and memory processes (20). To demonstrate the
functionality of the cholinergic sprouting, we stimulated cholinergic neurons (5ms pulse-
width) in the medial septum/diagonal band of Broca (MSDB), the main source of
hippocampal cholinergic innervation. We used three stimulation frequencies (0.2, 05 and 20
Hz) to assess hippocampal response to increasing acetylcholine drive. The power of theta-
band oscillation (3-8Hz; supplemental figure 3A) was not influenced by the 0.2Hz
stimulation, but the 5Hz stimulation increased theta power in lesioned-mice
(stimulation*lesion interaction: F(».15=3.6721; p=0.0459), as did 20Hz stimulation in both
sham and lesioned mice (stimulation effet: F(,,15=8.3781: p=0.0026). The power in gamma-
band oscillation (60-100Hz, supplemental figure 3B) was reduced in lesioned mice at 0.2Hz
(stimulation effect: F.15=9.230: p=0.0141) and 5Hz (stimulation effect: F.13=9.579:
p=0.01282) and in both lesioned and sham mice at 20Hz (stimulation effect: F(5,18=10.972:
p=0.0090). Thus, it appears that the cholinergic sprouting increased the cholinergic
modulation on hippocampal oscillatory activities, demonstrating the functionality of this

sprouting and confirming its MSDB origin.
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Supplemental figure 3. Enhanced cholinergic modulation on theta and gamma

oscillations in the molecular layer of lesioned ChAT-ChR2-mice.
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A. Representative spectrogram obtained with SHz optogenetic stimulation. B. Theta power
ploted against time for the whole 120 sec used for analysis C. Baseline theta power in the DG
mol was not influenced by the lesion. However, a SHz cholinergic stimulation induced an
increase in theta power in lesioned mice only (stimulation*lesion interaction: F(»,15=3.67214,
p<0.0459), whereas a 20Hz stimulation increased theta power in both sham and lesioned mice
(stimulation effect: F(».15=8.37858, p<0.0026). D. Baseline gamma power in the DG mol was
not influenced by the lesion. However, a SHz stimulation induced a decrease in gamma power
in lesioned mice (stimulation*lesion interaction: F(,,15=9.579, p=0.0128), whereas a 20Hz
stimulation decreased gamma power in both sham and lesioned mice (stimulation effect:
F2.18=10.9720, p=0.00904). *, differ from baseline (NK, p<0.05); $, differ from sham (NK,
p<0.05). *, differ from baseline (NK, p<0.05); $, differ from sham (NK, p<0.05).
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The most prominent feature of local field potential in lesioned mice was the increased
frequency of burst of activity, especially in the dentate molecular layer (also called “Dentate
Burst” see 21; lesion*region interaction: F(s;126)=2.217: p=0.0505; Figure 3C). To investigate
the potential origin of these bursts, current-source density analysis (CSD) of these events was
done (Figure 3D). Surprisingly, in lesioned-mice, the CSD associated with these spontaneous
dentate bursts was similar to those obtained by perforant path stimulations, suggesting that
hyper-synchronous discharges occurs in the EC and strongly activate the DG. Interestingly,
local optogenetic stimulation of hippocampal cholinergic inputs reduced the burst frequency
in lesioned mice (optogenetic*lesion interaction: F(.42=9.196; p=0.0005), whereas it
increased the amount of these events in sham mice (Figure 3E). Thus, the cholinergic
sprouting appears to shift the cholinergic influence on dentate burst toward an inhibitory
control in order to alter the increased occurrence of this pattern of activity consecutive to

partial entorhinal lesion.
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Figure 3. Lesioned ChAT-ChR2 mice had normal behavioral recovery and intact cholinergic
sprouting but presented increased dentate burst occurrence that are normalized by optogenetic
cholinergic stimulation. (A) At 30 dpl, lesioned ChAT-ChR2 mice had intact behavioral
preference for target quadrant. $: differ from chance (p<0.05, t-test); a: differ from target
(p<0.05, LSD). (B) Lesioned ChAT-ChR2 had a cholinergic sprouting specific to deafferented
layers. *: VAChT density differ from sham levels (p<0.05, Newman-Keuls); #: VGLuT]1
immunoreactivity differ from sham levels (p<0.05, Newman-Keuls). (C) Lesioned ChAT-
ChR2 mice had increased burst frequency in the deafferented DG mol. **: differ from sham
(p<0.01, LSD). (D) CSD of spontaneous dentate burst and perforant path-evoked responses
(PP) show similar profiles. (E) Optogenetic stimulation reduces the burst frequency in
lesioned-mice but increases it in sham mice. $$: differ from sham (p<0.01, Newman-Keuls);
**: differ from baseline sham (p<0.01, Newman-Keuls).

Our results suggest that partial EC lesion inducing an MClI-like hippocampal disconnection,
paradoxically increased hippocampal activity. Such aberrant patterns of hyperactivity have
been related to memory impairments in rodents (22) and in MCI patients (23). Moreover, the
view that such enhanced hippocampal activity is pathogenic is further supported by the

cognitive improvement in MCI patients after pharmacological reduction of this hyperactivity

(24). Studies on transgenic mice overexpressing AP have raised the hypothesis that abnormal
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hippocampal hyperactivity in MCI/AD is primarily driven by amyloid pathology (25).
However, our results suggest that structural factors such as the partial loss of EC neurons and

related hippocampal disconnection is sufficient to induce such hyperactivity.

In conclusion, we have shown that after a partial hippocampal disconnection, a transient
cholinergic sprouting followed by a slower glutamatergic reinnervation mediate behavioral
recovery in mice. We associated APOE4 with impairments of both sprouting responses in
male and of glutamatergic sprouting in female. Moreover, we have shown that the
hippocampal disconnection induced by EC neuronal loss led to an aberrant pattern of activity
in the DG that is compensated by the recruitment of cholinergic fibers that have sprouted. As
APOE4-carriers are more prone to DG/CA3 hyperactivity (26) and less sensitive to
anticholinesterase therapies (9), impaired cholinergic compensations are likely to contribute to
their faster cognitive decline during MCI. Thus, alternative therapeutic strategies targeting
sexual hormone signalization or aiming to reduce hippocampal aberrant activity may be

especially beneficial for APOE4-carriers.
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Methods:

Further information can be found in the Supplemental Materials.

Mice. hAPP-YAC/APOE3-tr (APOE3), hAPP-YaC/APOE4-tr (APOE4) and ChAT-ChR2 mice
were bred in our animal facility.

Study approval. This study was approved by the Institutional Ethical Comity (authorization
number: AL/15/22/02/13 for APOE-experiments and AL/58/65/02/13 for ChAT-experiments)
in accordance with the European Union guidelines.

Study design. Behavioral performances and synaptic reorganizations were analyzed at 30, 70
and 170 days post-lesion. ChAT transgenic mice were lesioned 30 days before optogenetic
and electrophysiological experiments.

EC lesion. Anesthetized mice were stereotaxically and bilaterally injected with N-methyl-D-
asparate (NMDA, 120 mM) to perform partial bilateral EC lesion.

Barnes maze. Mice were trained to localize among 12 holes the target hole leading to their
home-cage (5 days, 3 trials/day). To assess spatial memory, a 120-sec probe trial was
conducted with all holes closed 24h after the last acquisition day.

Histology. Mice were killed by an overdose of sodium pentobarbital and perfused with 4%
paraformaldehyde. Frozen brains were cut into 20 um-thick sections. Lesion assessment was
done on cresyl violet stained slices. Antibodies against VAChT (rabbit polyclonal; 1:1000)
and VGIuT1 (guinea-pig polyclonal; 1:1000) were purchased from Synaptic System, and
secondary antibodies from Invitrogen Molecular Probes.

Image analysis. Synaptic densities were measured with ImagelJ software. Data were expressed
as a ratio of the respective sham density (for each delay, genotype and sex) for the selective

extraction of lesion-related synaptic reorganizations for all groups.
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Optogenetic and electrophysiology. Cholinergic neurons/fibers were stimulated by pulses of
blue light (470 nm, 10ms at 0.2, 5 or 20Hz) under urethane and ketamine xylazine anesthesia.
Extracellular recordings were done with 16-channel silicon probes.

Statistics. Data are expressed as mean + SEM and were analyzed using ANOVA or ANOVA
with repeated measures. Multiple comparisons were tested with LSD or Newman-Keuls post-

hoc test. The threshold for statistical significance was set at p<0.05.
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Supplemental material:

Animals.

A total of 255 male and female transgenic hAPP-YAC/APOE3-tr (APOE3) and hAPP-
YaC/APOE4-tr (APOE4) mice that were 11-month-old at surgery were used for this study
(n=204 mice finally included in analysis after removal of mice that did not reach lesion
criterion). This mouse line was generated at Taconic farms (Germantown, NY, USA) as
previously described (11). These mice expressed physiological levels of human APOE3 or
APOE4 instead of murine APOE. Also, they harbor one supplementary copy of normal human
APP (non-mutated) in addition to murine APP. This double transgenic construction allowed
potential specific interactions between human APOE and APP. Wild-type mice were not
included because we focused on APOE4 and APOE3 genotype comparisons relevant for
humans, and in order to reduce the number of animals used in the study. ChAT-ChR2
transgenic-mice were provided by Prof. Feng Guoping from the Neuroscience McGovern
Institute for Brain Research (Massachusetts Institute of Technology). These mice express the
Channel-rhodopsine2 under the control of ChAT-promoter (specifically in cholinergic
neurons). All procedures were approved by the Institutional Ethical Comity (authorization
number: AL/15/22/02/13 for APOE-experiments and AL/58/65/02/13 for ChAT-experiments).

Animals were maintained with ad libitum access to food and water.

Study design.
To investigate synaptic reorganizations in relation with behavioral performances at 30, 70 and
170 days post-lesion, APOE transgenic mice were pseudo-randomly assigned to 24

experimental groups (3 delays * 2 sex * 2 genotypes * 2 treatments). The experimenter was
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blind to genotype and treatments until statistical analysis. Ch47T-ChR2-mice were lesioned as
APOE mice: 5 sham and 5 lesioned mice were used for behavioral and histological
experiments, 9 sham and 14 lesioned mice were used for the intra-MSDB stimulation of
cholinergic neurons, coupled with intra-hippocampal recordings and perforant path

stimulations.

EC lesion.
Deeply anesthetized mice (complete loss of tail and paw-pinch retraction reflexes; sodium
pentobarbital, 70 mg/kg i.p., Cerva Sant¢ Animale, France) were stereotaxically and
bilaterally injected with N-methyl-D-asparate (NMDA, 120mM) to perform partial bilateral
EC lesions. To limit the pain, pentobarbital-anesthetized mice received subcutaneously 0.05
ml of Xylocain (Xylovet, France; 21mg/ml) before scalp incisions. Coordinates from Bregma
were calculated according to Paxinos and Franklin (Supplemental reference S1):
Site 1 (0.075 puL): A= -4.1 mm; L=+ 4.3 mm; 0.5 mm above the bottom of the skull.
Site 2 (0.1 pl): A=-4.7 mm; L=+ 3.5 mm; 0.5 mm above the bottom of the skull.
Site 3 (0.05 pl): A=-4.7 mm; L=+ 3.5 mm; 1 mm above the bottom of the skull.
After the surgery, mice received 5Smg/kg of a non-steroidal anti-inflamatory treatment

(Meloxicam, Boehringer Ingelheim, France). For the complete procedure see Bott et al. (11).

Optogenetic and Electrophysiology.

Mice under urethane (1.5 g/kg ; Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA ) and ketamine (50 mg/kg;
Imalgen, Merial, Gerlan, France)/xylazine (10 mg/kg; Rompun, Bayer Health Care,
Leverkusen, Germany) terminal anesthesia were placed in a stereotaxic apparatus after the

complete loss of tail and paw-pinch retraction reflexes.
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Coordinates for recordings in the dorsal hippocampus were calculated from Bregma (AP -1.94
mm; ML + 0.11 mm; P -0.12 mm from dura). Coordinates for the stimulation in the MSDB
were calculated from Bregma (AP +0.078 mm; ML -0.015 mm; P-3.9 mm from dura).
Coordinates for the stimulation of the perforant path were calculates from Bregma (AP-0.43
mm; ML +£0.24 mm; P -0.15 from dura).

Optogenetic stimulations were done with a LED-stimulation light (Prizmatix; Givat-Shmuel,
Israel) through an optical fiber with 470 nm light-pulses (10ms pulses at 0.2, 5 or 20Hz).
Recordings were done with 16-channel silicon probes (Neuronexus, Alx16-2mm-50-177)
connected to an AlphalLab recording system (Alpha-Omega, Ubstadt Weiher, Germany). Raw
signal was amplified (200x), filtered between 0 and 9 KHz and digitalized at 22 KHz.
Analyses were carried out using custom made script in Matlab (MathWorks, Natick,
Massachusetts, USA). When present, slow drift and electrical noise were removed using the
Chronuw toolbox. LFP data where filtered between 0.1 and 500 Hz. Spectral analysis were
carried using the Chronux signal processing toolbox (S2) with a time-frequency product of
three and five tapers. Time-frequency analyses were done on 4-s window moved across the
data in 1-s increments. Power for theta (3-9Hz) and gamma (30-100Hz) were calculated in 4-s
bins. Dentate burst (21), were detected using a 5SD threshold on 1-250Hz frequency band,
with a 4 sec sliding window (1 sec step). As urethane anesthesia is characterized by
alternating of SWP-like and REM-like states (S3), and since dentate burst have been
described mainly during REM-sleep (21), analyses focused on periods associated with theta
activity (REM-like).

The effect of optogenetic cholinergic stimulations on oscillatory activities and dentate bursts
was determined in comparing recordings of 60 sec of baseline with 60 sec of stimulation

followed by 60 sec of recovery.
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Barnes maze.

This task was chosen because the Barnes maze is less stressful for mice than the Morris
water-maze (S4). The device consists in a 1m diameter circular platform that was elevated at
Im from the ground and strongly illuminated (900 lux) to motivate avoidance from the device
through an escape hole connected to the home cage. Mice’s behavior was recorded with a
video-tracking system (ANY-maze 4.3; Ugo Basile, Gemonio, Italy).

Mice were trained during 5 acquisition days (3 daily trials 15 min apart; 180 sec cut-off) to
escape the device through one specific target hole connected to the home cage among 12
holes equally distributed at 4 cm from the edge of the platform. A probe trial (2 min with all
holes closed) was conducted 24 hours after the last acquisition day to assess spatial memory
performances. Between each trial, the platform was cleaned with 70% ethanol and rotated
pseudo-randomly to avoid the development of olfactory-based strategy. A more detailed

methodology is described in Bott et al. (11).

Perfusion and tissue preparation.

Twenty-four hours after the probe trial, mice were killed by an overdose of sodium
pentobarbital (150mg/kg, 1.p.) and perfused transcardially with 4% paraformaldehyde after the
complete loss of tail and paw-pinch retraction reflexes. Brains were further postfixed during 4
hours before being cryoprotected in a 20% saccharose solution for 48 hours and finally frozen
with isopentane. Brains were cut into 20 pm-thick sections with a freezing microtome.
Coronal slices were serially taken for the dorsal hippocampus for immunohistochemistry and

horizontal slices were serially taken for the entorhinal cortex (lesion measurement).

Lesions measurements.
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Lesions were delimited on cresyl violet stained slices, and the lesion percentage was
calculated. The absence of significant lesions, unilateral lesions and lesions extending to
adjacent structures (subiculum, perirhinal and postrhinal cortices) led to exclusion of the

mousec.

Immunohistochemistry.

VGLuTl immunoreactivity was chosen to evaluate specifically the cortical and intra-
hippocampal glutamatergic innervations (S5) and VAChT for the quantification of cholinergic
fibers and terminals. Immunofluorescence staining of cholinergic and glutamatergic synaptic
terminals was done using primary antibodies against VAChT (rabbit polyclonal; 1:1000) and
VGIuT1 (guinea-pig polyclonal; 1:1000) purchased from Synaptic System (Gottingen,
Germany), and secondary antibodies (Alexa fluor 488 anti-guinea-pig; 1:1000 and Alexa fluor
555 anti-rabbit; 1:1000) from Invitrogen Molecular Probes (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA).

Slices were first incubated with 5% normal donkey serum diluted in PBS with 0.1% of Triton
x100 for 2 hours at room temperature, and then incubated at room temperature during 18
hours with primary antibodies diluted in PBS with 0.1% of Triton x100. After 3 washes with
PBS, sections were incubated during 2 hours with secondary antibodies (1:1000) diluted in
PBS. After 3 washes in PBS, sections were mounted with a Dapi-containing slide mounting
kit (DAPI Fluoromount-G, SouthernBiotech, Birmingham, USA) to facilitate region of

interest determination.

Images analysis.
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Images were taken with 20x objective lens by Leica brightfield microscope, with all settings
kept identical for all sections of each staining. All the image analysis was performed with
ImageJ (NIH, USA) with 3 measurements per section on 3 sections per animal. Synaptic
densities were measured in all synaptic layers of the DG, CA3, CA2 and CA1 (for each layer
three measurements per section were taken in a 100 pm? sampling box on four sequential
sections spaced by 120 pm). Cholinergic density was measured in binarized pictures as a
percentage of area covered by the staining. Glutamatergic density was measured as an
intensity of fluorescence after subtraction of background fluorescence taken in the corpus
callosum. Data were then expressed as a ratio of the respective sham density (for each delay,
genotype and sex) to enable the selective extraction and comparison of lesion-related synaptic

reorganization throughout the groups.

Statistics.

Analyses were done with Statistica v.10 (StatSoft). Data were expressed as the mean + SEM.
Analysis of variance with four-factors (genotype, lesion, delay, sex) and repeated measures
(days and holes for the behavior, regional layers for immunohistochemistry) were carried out.
In the case of significant interaction among factors, multiple comparisons among groups were
performed using the Fisher LSD posthoc test (after factorial ANOVA) or the Newman-Keuls
posthoc test (after ANOVA with repeated measures). A comparison to chance level in the
Barnes maze was done using a l-sample Student ¢ test. The threshold for statistical

significance was set at P<0.05.
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Discussion de I’étude n°3

La récupération fonctionnelle aprés lésion entorhinale.

Au cours de la phase d’acquisition, quel que soit le délai, le sexe, le génotype ou le traitement,
I’ensemble des souris ont des courbes d’apprentissages similaires. En fait, la plupart des
souris ont essenticllement eu recourt a une stratégie sérielle pour résoudre la tiche, comme
cela a couramment été décrit dans le labyrinthe de Barnes chez les souris de souche C57BL/6J
(O’Leary & Brown 2012) et comme nous 1’avons décrit sur cette lignée 74 PP/APOE de fond
C57BL/6J (Publication n°2). Cette stratégie permet a la souris de rejoindre rapidement le trou
cible sans nécessairement s’aider des indices distaux présents dans la piéce. Une expérience
précédente au laboratoire a montré que grice a cette stratégie, des souris avaient des
performances d’acquisition aussi bonnes que celles des souris témoins alors qu’elles portaient
une double lésion cholinergique et entorhinale qui affecte dramatiquement les capacités de
navigation spatiale (thése de Pierre-Henri Moreau, 2011). En revanche, seules les souris
témoins présentaient de bonnes performances dans le test de rétention ce qui suggérent que,
malgré 1’utilisation de cette stratégie, les souris intactes sont capables de navigation spatiale
mais pas les souris double Iésées. Quoi qu’il en soit, la réduction drastique tout au long de
I’apprentissage du temps nécessaire pour atteindre le trou cible traduirait un niveau de
motivation similaire pour s’extraire au dispositif dans ’ensemble de nos 24 groupes
expérimentaux.

Durant le test de rétention, les souris témoins des deux génotypes et deux sexes ont de bonnes
performances, suggérant que I’APOE4 n’induit un effet massif sur la cognition chez les
individus middle-aged qu’en présence de lésions ou de pathologies cérébrales, comme cela a
été suggéré chez I’homme (Foster et al. 2013 ; Praetorius et al. 2013). Chez les souris 1ésées
au contraire, les performances au test de rétention différent fortement entre les différents
groupes, malgré une étendue de 1ésion similaire. Chez les males, les h4PP/APOE3 sont
modérément déficitaires au délai court de 30 dpl, mais ils récupérent dés 70 dpl. Au contraire,
les hAPP/APOE4 males sont séverements déficitaires a la fois a 30 et a 70 dpl, bien qu’ils
finissent par récupérer et présenter de bonnes performances a 170 dpl. Chez les femelles, les
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souris lésées des deux génotypes ne sont jamais déficitaires. Elles ont donc globalement une
meilleure récupération fonctionnelle que les males, traduisant une moindre sensibilité aux
Iésions entorhinales chez les femelles, comme cela a été décrit chez le Rat (Roof et al. 1993).
Ce résultat est similaire a ce qui est décrit chez I’Homme, les femmes ayant généralement une
meilleure récupération aprés traumatisme cranien (Stein et al. 2001).

Globalement, il apparait que seuls les h4PP/APOE4 males 1ésés présentent des déficits
séveres de navigation, traduisant un retard de récupération fonctionnelle par rapport aux
autres groupes de souris, bien qu’ils parviennent ultimement a compenser la 1ésion
entorhinale.

Bourgeonnements synaptique et récupération fonctionnelle

Les réorganisations synaptiques qui ont été observées sont synthétisées dans le tableau 12.
Chez les males, seules les souris lésées hAPP/APOE4 males ne présentent pas de
bourgeonnement cholinergique quel que soit le délai considéré. Or, il s’avére que se sont
¢galement les seules souris dramatiquement déficitaires dans le test de rétention du labyrinthe
de Barnes aux mémes délais, bien qu’elles finissent par présenter de bonnes performances au
délai de 170 dpl en lien avec une réinnervation glutamatergique des couches désafférentées.
En prenant en compte les résultats obtenus chez les souris 24PP/APOE3 males, il semble que
la récupération fonctionnelle soit soutenue dans un premier temps par un bourgeonnement
cholinergique rapide mais transitoire, puis, par une réinnervation glutamatergique plus lente et
potentiellement homotypique qui prendrait le relais tandis que l’innervation cholinergique
retournerait aux niveaux des souris témoins.

Le réle compensateur du bourgeonnement cholinergique est d’autant plus flagrant si on prend
en compte les résultats obtenus chez les souris 74PP/APOE femelles (Tableau 12). En effet,
les femelles hAPP/APOE4 présentent un bourgeonnement cholinergique en absence de
réinnervation glutamatergique marquée et elles ne présentent pas de déficit dans le test de
rétention du Barnes. Plus globalement, il apparait que les souris femelles ont en général un
bourgeonnement cholinergique plus marqué que chez les males, en accord avec la littérature
(Kadish et al. 2002a). Au contraire, la réinnervation glutamatergique ne semble pas étre
significativement favorisé chez les femelles, celle-ci paraissant méme étre plus déficitaires
chez les souris hAPP/APOE4 femelles que chez les hAPP/APOE4 males. En effet,
contrairement a ces derniers, les femelles h4PP/APOE4 ne présentent jamais de trace
significative de réinnervation glutamatergique, malgré une récupération fonctionnelle
efficiente qui serait donc directement associée avec un bourgeonnement cholinergique
prépondérant dans les zones de projection du cortex entorhinal.
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Tableau 12 : réorganisations synaptiques chez les h4PP/APOE

Principales régions d’origine des terminaisons VGLUT1

Males
hAPP/APOE3 hAPP/APOE4
Hile | DG | CA3 | CA2 Hile | DG | CA3 | CA2
IML Hile * IML Hile *
LUC | RAD OR LUC
* RAD OR *
RAD OR
70dpl | MEC | LEC | Hile | DG | CA3 | CA2 DG | CA3 | CA2
DG MML | OML | IML | Hile * Hile *
CA3 iLM | oLM LUC | RAD OR LUC | RAD OR
CA2 iLM | oLM * RAD OR * RAD OR
CAl LM RAD OR RAD OR
170dpl | MEC | LEC | Hile | DG | CA3 | CA2 | MEC | LEC | Hile | DG | CA3 | CA2
DG MML IML | Hile * MML | OML | IML | Hile *
CA3 iLM LUC | RAD OR iLM | oLM LUC | RAD OR
CA2 iLM | oLM * RAD OR iLM | oLM * RAD OR
CAl LM RAD OR LM RAD OR
Principales régions d’origine des terminaisons VGLUT1
Femelles
hAPP/APOE3 hAPP/APOE4
30 dpl Hile | DG | CA3 | CA2 | MEC | LEC | Hile | DG | CA3 | CA2
IML | Hile * OML | IML | Hile *
LUC | RAD OR oM LUC | RAD OR
* RAD | OR oLM * RAD OR
CAl LM RAD | OR LM N ok
70dpl | MEC | LEC | Hile | DG | CA3 | CA2 | MEC | LEC | Hile | DG | CA3 | CA2
DG MML | OML | IML Hile * OML | IML | Hile *
CA3 iLM oLM LUC | RAD OR oLM LUC | RAD OR
CA2 iLM oLM * RAD OR oLM * RAD OR
CA1l LM RAD OR LM RAD OR
170dpl | MEC | LEC | Hile | DG | CA3 | CA2 | MEC | LEC | Hile | DG | CA3 | CA2
DG MML | OML | IML | Hile * IML | Hile *
CA3 iLM | oLM LUC | RAD OR LUC | RAD OR
CA2 iLM | oLM * RAD OR * RAD OR
CAl LM RAD OR LM RAD OR

Le tableau presente les principales couches synaptiques ayant été étudiées en fonction de la région
d’origine des terminaisons VGLUTI (colonnes) et de la région d’intérét hippocampique (lignes). Les
cases vides indiquent [’absence d’entrées significatives en provenance des régions correspondantes ;
* malgré la présence avérée de ces entrées, elles n’ont pas été prises en compte dans les analyses du
fait de la difficulté a les reperer anatomiquement de maniere sire (pas de reperes clairement définis).
La couleur des cases est définie en fonction des effets statistiques (p<0.05) et des tendances (p<0.10)
de la maniére suivante :

\VGLUT
p<0,10

IVGLUT, p<0,05
1VAChT, p<0,05

| VGLUT, p<0,10
TVACHT, p<0,05

TVACHT,
p<0,05

TVACHT,
p<0,10

Ni effet

Ni tendance
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Par conséquent, 1’é¢tude comparative des réorganisations dans les principales régions
hippocampiques suggere que le bourgeonnement cholinergique dans le DG joue bien un role
capital dans la compensation des déficits de navigation mesurés dans la tiche du labyrinthe de
Barnes, du moins tant que la réinnervation glutamatergique n’est pas pleinement en place.
Cette effet cholinergique compensateur a d’ailleurs été depuis confirmé dans des travaux
menés chez le Primate (Croxson et al. 2012), et expliquerait pourquoi, chez I’Homme,
I’activité cholinergique correle positivement avec I’amplitude des mesures de réserve
cognitive (Garibotto et al. 2013). Il peut sembler surprenant qu’une récupération fonctionnelle
soit possible malgré la perte d’environ la moiti¢ des neurones entorhinaux. Cependant, il faut
mentionner que le systéme des cellules de la grille du cortex entorhinal pourrait étre organisé
fonctionnelle en modules redondant de traitements de 1I’information (Stensola et al. 2012), ce
qui pourrait faciliter la compensation de lésions entorhinales partielles. De plus, il a été
démontré que les Iésions entorhinale n’abolissent pas le codage spatial des cellules de lieu
hippocampiques, malgré des perturbations de la stabilité¢ de ce codage et une diminution de la
quantité¢ d’information codé par chaque cellule de lieu (Brun et al. 2008 ; Van Cauter et al.
2008).

Bourgeonnement cholinergique et réorganisations glutamatergiques

Globalement, le bourgeonnement cholinergique parait donc étre capable de compenser la
déconnexion glutamatergique partielle de I’hippocampe. Il faut noter qu’au-dela de la
compensation directe de la désafférentation et de la modulation des entrées glutamatergiques
néoformées (bourgeonnement dans les couches désafférentées), le bourgeonnement
cholinergique participerait également a la régulation des réseaux non-directements impactés
par la désafférentation (bourgeonnement dans les couches minoritairement innervées par le
cortex entorhinal). En effet, le bourgeonnement cholinergique s’étend notamment dans les
zones innervées par les neurones du DG (Hile, CA3 lucidium) et de CA2 (stratum oriens de
CA3, CA2 et CAl). De maniere intéressante les neurones principaux du DG et de CA2
représenteraient les entrées majeures de 1’entorhinal sur 1’hippocampe (Chevaleyre et al.
2010). I1 est donc tout a fait probable que le fonctionnement de ces réseaux en aval du cortex
entorhinal soit perturbé par la perte partielle ds entrées entorhinales du DG et de CA2, ce qui
nécessiterait une modulation cholinergique au niveau de leurs propres zones de terminaison
(synapses n+1 de I'entorhinal). Par conséquent, le maintien d’une forte innervation
cholinergique hippocampique pourrait certes exercer un contrdle direct des entrées
entorhinales néoformées et mais aussi des réseaux directement dépendants de ces entrées,
d’autant plus que celles-ci sont potentiellement caractérisées par des patrons de décharge
anormaux (voir ci-dessous).

Il faut également noter que 30 jours apres la Iésion, les souris 24 PP/APOFE4 males présentent
des perturbations des réseaux glutamatergique de I’hippocampe plus étendues que celles de
leurs homologues hAPP/APOE3. Notamment, des pertes synaptiques secondaires
concerneraient les terminaisons en provenance du DG (CA3 lucidium) et de CA2 (stratum
oriens de CA3, CA2 et CAl), les régions de I’hippocampe ou les entrées entorhinales seraient
les plus puissantes (Chevaleyre et al. 2010), mais aussi les terminaisons des cellules
pyramidales de CA3 (stratum radiatum de CA3 et CAl). Ce profil de pertes synaptiques
traduirait une perturbation globale du fonctionnement des réseaux hippocampiques chez ces
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souris. Cette perturbation étendue a 1’ensemble des circuits de 1’hippocampe pourrait étre
spécifique aux souris 74PP/APOE4 males et pourrait étre liée a I’absence de bourgeonnement
cholinergique. Indépendamment de ce bourgeonnement, il pourrait également traduire une
réinnervation glutamatergique plus lente en provenance des régions fonctionnellement
perturbées par la désafférentation. Cependant, en absence de délais post-opératoires plus
courts, il n’est pas possible de déterminer si ces pertes glutamatergiques sont des
conséquences normales de la désafférentation ou au contraire traduirait un emballement
pathologique chez les souris 24APP/APOE4 males.

Si le bourgeonnement cholinergique peut €tre transitoire et disparaitre avec la réinnervation
glutamatergique (notamment chez les males APOE3 au délai 170), il reste le plus souvent en
place malgré la restauration de la densité de I’innervation glutamatergique (males APOE3 au
délai 70, femelles APOE3 a tous les délais). Ce maintien du bourgeonnement cholinergique en
parall¢le de la réinnervation glutamatergique pourrait s’expliquer par un soutien cholinergique
a la maturation des synapses glutamatergiques néoformées. En effet, au cours du
développement, le systéme cholinergique faciliterait d’une part la synaptogénese
glutamatergique via le récepteur a7nAChR (Lozada et al. 2012a) et d’autre part la
stabilisation des terminaisons glutamatergiques ciblant les épines dendritiques via leurs
récepteurs f2nAChR (Lozada et al. 2012b).

Bourgeonnement cholinergique et activités oscillatoires

L’existence du bourgeonnement cholinergique a été remise en cause par plusieurs auteurs
apres lésions é€lectrolytiques (Aubert et al. 1994) ou aprés transsection des voies perforantes
(Henderson et al. 1998 ; Phinney et al. 2004), ces approches induisant une atrophie marquée
de la couche moléculaire du DG. Cependant, les résultats obtenus chez nos souris ChAT-
ChR2 aprés lésion excitotoxique partielle suggérent que le bourgeonnement cholinergique
n’est pas un artefact dans ces conditions. En effet, les stimulations optogénétiques du MSDB
chez les souris ChAT-ChR2 1ésées démontrent que le bourgeonnement cholinergique est bien
associ¢ a une augmentation de la force de la modulation cholinergique dans 1’hippocampe.
Ainsi, si les stimulations des neurones cholinergiques a 20Hz induisent des effets similaires
chez les souris 1ésées et contrdles (amplification de la puissance des oscillations théta et
diminution de ’amplitude des oscillations gamma), les souris 1ésées sont plus sensibles a la
modulation cholinergique puisqu’elles répondent de la méme maniere dés les stimulations a
5Hz. Par conséquent, dans nos conditions de 1ésion entorhinale excitotoxique et partielle, le
bourgeonnement cholinergique n’est vraisemblablement pas qu’un épiphénomene généré par
une atrophie du tissu.

La modulation des oscillations dans la bande de fréquence théta par nos stimulations
optogénétiques des neurones cholinergiques est globalement cohérente avec la littérature. En
effet, le type de théta qui domine durant le sommeil paradoxal et I’anesthésie a I’uréthane est
sensible aux antagonistes muscariniques tel que 1’atropine (Vanderwolf 1975). De plus, si les
Iésions sélectives des neurones cholinergiques n’abolissent pas le théta hippocampique, elles
réduisent son amplitude, ce qui est cohérent avec une influence modulatrice positive de
I’acétylcholine sur le théta (Lee et al. 1994 ; Bassan et al. 1995). Ces effets de 1’acétylcholine
dépendraient notamment des récepteurs muscariniques mAChRs de type M1 et M3 qui
régulent D’activité des interneurones en augmentant notamment la rythmicité de leur
comportement de décharge dans la bande théta (Lawrence et al. 2006). En paralléle,
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I’acétylcholine modulerait également leurs comportements oscillatoires via les nAChRs
(Cobb et al. 1999), notamment en augmentant les conductances potassiques dépendant du
calcium, ce qui réduirait la fréquence de décharge de certains interneurones (Griguoli et al.
2009). Ainsi, il y aurait une collaboration entre les signalisations via les mAChRs (lentes mais
toniques) et les nAChRs (rapides mais plus sensibles a la désensibilisation) permettant de
réguler ’activation et I’inhibition des interneurones ainsi que leurs propriétés de décharge
rythmiques.

L’effet de nos stimulations cholinergiques sur les oscillations gamma parait moins en accord
avec ce qui a ¢té décrit dans la littérature. En effet, sur des tranches d’hippocampe, les
oscillations gamma semblent pouvoir étre induites par la présence d’agonistes mAChRs
(Hajos et al. 2004, Mann et al. 2005), notamment les M1 mAChRs (Fisahn et al. 2002), le
méme type de résultats ayant été obtenus avec des inhibiteurs de I’AChE (Spencer et al.
2010). Or les résultats de nos stimulations optogénétiques suggerent que 1’effet net de
I’acétylcholine in vivo inhiberait plutét ’amplitude des oscillations gamma, au moins au
niveau du DG. Les caractéristiques inhérentes aux préparations hippocampe in vivo et coupes
hippocampiques (absence d’entrées extra-hippocampiques et des projections longitudinales
intra-hippocampiques sur les tranches) pourraient expliquer ces différences. En effet, il est
possible que dans nos conditions plus physiologiques, les effets de 1’acétylcholine passent
surtout par la modulation de réseaux neuronaux qui sont détruits sur les tranches
hippocampiques plutot que par une modulation directe des activités dans la bande gamma.

Malgré le peu de données disponibles, les neurones septaux cholinergiques sont probablement
des neurones caractérisés par une faible fréquence de décharge basale (Sotty et al. 2003 ;
Simon et al. 2006 ; Huh et al. 2010). De plus, il n’y a pas de consensus sur leur comportement
de décharge durant les phases d’activité associées au théta, certaines études suggérant qu’ils
n’augmentent pas significativement leurs taux de décharge durant le théta (Simon et al. 2006)
tandis que d’autres argumentent plutét en faveur d’une augmentation de la fréquence de
décharge durant le théta en association avec 1’augmentation des niveaux de choline dans
I’hippocampe (Zhang et al. 2010b, 2011). Ainsi, les réponses observées chez les souris
témoins avec les stimulations a 20Hz, si elles entrainent la décharge des neurones
cholinergiques a une telle fréquence, paraissent a priori moins physiologiques que les
réponses obtenues deés SHz chez les animaux Iésées. Cependant, en absence d’enregistrement
des neurones cholinergiques du MSDB, nous ne pouvons déterminer la proportion de
neurones cholinergiques recrutés, ni a quelle fréquence de décharge ces neurones répondent
aux stimulations optogénétiques.

Bourgeonnement cholinergique et bouffées hyper-synchrones dans le DG

Les bouffées d’activité hyper-synchrones dans le DG (dentate burst) sont normalement
associées au sommeil paradoxal et coincident avec 1’augmentation de 1’activité cellulaire dans
le DG ainsi que CA1l et plus largement avec la synchronisation de I’activité a travers tout
I’hippocampe (Montgomery et al. 2008). Or, nos analyses de CSD chez les animaux 1€sés
montrent que les bouffées d’activité hyper-synchrones ont un profil similaire a celui obtenu
apres stimulations des voies perforantes. Ainsi, I’augmentation de fréquence de ces bouffées
spontanées chez les animaux 1ésés serait liée a la 1ésion entorhinal. Ce résultat suggere que la
lIésion entorhinal partielle entraine paradoxalement une augmentation aberrante de 1’activité
hippocampique et notamment du DG.
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Or, le MCI est également caractérisé par 1’augmentation de ’activité du cortex entorhinal et
de I’hippocampe (Dickerson et al. 2005 ; Das et al. 2012), un phénomeéne spécifique au MCI
qui finirait par disparaitre avec la progression de la pathologie vers la démence (Hamaéldinen
et al. 2007). De plus, chez le patient aussi, cette hyperactivité toucherait préférentiellement le
DG et contribuerait directement au développement des déficits cognitifs (Yassa et al. 2010,
2011a ; Bakker et al. 2012). Si chez ’Homme, 1’origine de cette hyperactivité reste obscure, il
a ¢té proposé qu’elle serait liée a D’atrophie hippocampique (Putcha et al. 2011) et
potentiellement a 1’atteinte entorhinale et de ses projections vers I’hippocampe (Yassa et al.
2010 ; 2011a). Nos résultats vont dans ce sens en démontrant qu’une 1ésion excitotoxique
partielle du cortex entorhinal induit une augmentation de I’activité¢ dans le DG. Ainsi, si les
¢tudes avec des souris transgéniques sur-exprimant I’AB ont suggéré que I’hyperactivité
hippocampique est principalement générée par des perturbations des réseaux hippocampiques
induits par les accumulations amyloides (Palop & Mucke 2010), nos résultats suggérent que
des facteurs structurels tels que le syndrome de déconnection hippocampique sont suffisant
pour générer ces hyperactivités aberrantes.

Plusieurs arguments pourraient expliquer en quoi D’atteinte du cortex entorhinal induit
paradoxalement une hyperexcitabilit¢ hippocampique. En effet, chez le Rongeur, la 1ésion
spécifique des neurones de la couche III du cortex entorhinal est connue pour induire une
hyperexcitabilité chronique du cortex entorhinal lui-méme et de I’hippocampe (Scharfman et
al. 1998). Ainsi, la 1ésion entorhinale pourrait en soi entrainer des perturbations de la
circuiterie de la formation hippocampique aptes a générer des patrons d’hyperactivité
anormaux. Par ailleurs, des modifications intra-hippocampiques induites par la Iésion
entorhinale pourraient contribuer a la mise en place de ces activités aberrantes via la
perturbation de la balance excitation/inhibition, notamment au niveau du DG. En effet, la
désafférentation de I’hippocampe est associée avec une dégénérescence transneurale touchant
spécifiquement les interneurones parvalbumine du DG (Nitsch et al. 1992). Or, ces atteintes
des réseaux inhibiteurs pourraient faciliter I’émergence des activités hyper-synchrones. Ces
pertes spécifiques s’expliqueraient notamment par une sensibilité exacerbée des interneurones
parvalbumine a I’inflammation qui accompagne la gliose induite par la dénervation de
I’hippocampe (Rappert et al. 2004). De manicre intéressante, le méme type de perte se
retrouve également chez les patients dans le cortex parahippocampique (Inaguma et al. 1992)
et dans les différentes sous-régions hippocampiques (Brady et al. 1997). Enfin,
I’augmentation de 1’excitabilité¢ intrinséque des cellules granulaires apreés désafférentation
pourrait également avoir contribué a I’augmentation de 1’activité dans le DG, la encore en lien
avec les réactions inflammatoires et notamment a la libération de NF«-2 par la gliose réactive
accompagnant la désafférentation (Becker et al. 2013).

Le fait que les stimulations optogénétiques des afférences cholinergiques induisent une
diminution de la fréquence des bouffées hyper-synchrones suggére une influence
compensatrice du bourgeonnement cholinergique sur 1’hyperactivité hippocampique. Un
soutien indirect a cette hypothése pourrait venir des résultats obtenus avec les souris APOE4
males 1ésée a 30 jours. En effet, chez ces souris, I’absence de bourgeonnement cholinergique
est associée a une diminution de la densité synaptique glutamatergique dans I’ensemble des
circuits intra-hippocampiques, ce qui tendrait a montrer que I’absence de bourgeonnement
cholinergique favorise la perturbation globale des réseaux hippocampiques. Or, si ’absence
de bourgeonnement cholinergique exacerbe 1’hyperactivité associée a la 1ésion entorhinale,
ces patrons aberrants d’activité pourraient expliquer 1’étendue plus large des perturbations
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synaptiques dans I’hippocampe. En effet, il a été proposé que I’hyperactivation de
I’hippocampe et des cortex associés durant le stade de MCI induise une excitotoxicité
(abondance de libération de glutamate) qui contribuerait directement aux pertes neuronales et
synaptiques ainsi qu’aux déficits mnésiques associés (Morcom et al. 2007). Cependant, il faut
noter que chez les souris témoins, la stimulation cholinergique est associée au contraire a une
augmentation de la fréquence de décharge en bouffées. Il est donc également possible que
I’augmentation de la fréquence des bouffées hyper-synchrones observées chez les souris
1ésées soit également influencée par I’augmentation du tonus cholinergique induit par le
bourgeonnement cholinergique. Du coup, la stimulation optogénétique, en augmentant encore
plus les niveaux d’acétylcholine extracellulaire, induirait en fait une désensibilisation des
récepteurs ou encore un recrutement d’autres récepteurs ce qui menerait a la réduction des
décharges hyper-synchrones. Quoi qu’il en soit, contrairement aux effets du bourgeonnement
sur les activités oscillatoires théta et gamma ou le bourgeonnement cholinergique potentialise
simplement I’influence normale du systéme cholinergique, le bourgeonnement cholinergique
inverse diamétralement la direction de I’influence cholinergique normale sur les bouffées
hyper-rythmiques.

Conclusion

Globalement, nos résultats obtenus chez les souris hAPP/APOE suggerent que le
bourgeonnement cholinergique est bien apte a compenser fonctionnellement la déconnexion
hippocampique, au moins du point de vue des capacités de navigation et d’orientation
spatiale. De plus, le contrdle exercé par le bourgeonnement cholinergique sur les décharges
hyper-synchrones accompagnant la déconnexion hippocampique parait étre un mécanisme
crédible contribuant a 1’effet compensateur du bourgeonnement cholinergique face a la 1ésion
partielle du cortex entorhinal. Ce contrdle serait notamment prépondérant dans le cadre des
activations cholinergiques accompagnant les phases d’encodages en mémoire et de sommeil
paradoxal.
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Conclusion générale

L’objectif principal de mon travail de these était de déterminer en quoi les réorganisations
synaptiques dans 1’hippocampe participent a la récupération fonctionnelle apres Iésion
entorhinale et en quoi la perturbation de ces phénoménes par 1’allele APOE4 pourrait
contribuer a ses effets sur la cognition au cours du MCI.

Au préalable, mon travail a consisté a déterminer en quoi la lignée de souris 24 PP/APOE est
un mod¢le satisfaisant des effets cognitifs contrastés de I’allele APOE4 sur la cognition.

En effet, chez I’'Homme, la présence de ’APOE4 serait associ¢ a des bénéfices cognitifs
durant la petite enfance (Wright et al. 2003) cela jusqu’a la vingtaine (Han et al. 2007a ;
Mondadori et al. 2007). Par la suite, ’APOE4 serait plutot associé a une influence négative
sur la cognition (Schultz et al. 2008). Ces effets opposés de ’APOE4 seraient ainsi une
illustration particulierement intéressante de phénomeéne de pléiotropie antagoniste qui
expliquerait pourquoi des alléles ayants des effets négatifs sur le vieillissement restent
positivement sélectionnés par les mécanismes évolutifs (Williams 1957).

Cependant, I’effet positif de ’APOE4 durant les jeunes années de vie reste discuté chez
I’Homme (Ihle et al. 2012) et n’ont pas été clairement étudié dans les modeles murins. Or, la
premicre ¢tude de ma theése a permis de confirmer 1’existence de cet effet positif de I’APOE4
sur la cognition spatiale chez la souris h4PP/APOE (Publication n°1). Ainsi, cette lignée de
souris parait étre un modele satisfaisant des effets cognitifs de I’4APOE4, d’autant plus que cet
allele est également associ¢é a des déficits mnésiques subtils apparaissant avec 1’age
(Kornecook et al. 2009).

Comme les effets négatifs de ’APOE4 chez I’Homme seraient essentiellement dus a
I’augmentation de 1’incidence de pathologies neurodégénératives (Foster et al. 2013 ;
Praetorius et al. 2013), j’ai ensuite cherché a déterminer si les souris #4PP/APOE4 middle-
aged (11-16 mois) sont plus sensibles a la lésion du cortex entorhinal. En effet, le cortex
entorhinal serait sélectivement touché durant le MCI (Gomez-Isla et al. 1996), la phase
clinique ou ’APOE4 induirait le maximum de ces effets négatifs (Corder et al. 1995 ;
Growdon et al. 1996 ; Dal Forno et al. 1996 ; Brainerd et al. 2013).

198



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette étude (Publication n°2) m’a permis de déterminer que les souris h4PP/APOE4 sont
effectivement plus sensibles a la 1ésion entorhinale, notamment du point de vue de la mémoire
et de I’orientation spatiale, une fonction qui, chez I’ Homme, est sélectivement touchée chez
les patients porteurs de ’APOE4 au cours du MCI (Laczo et al. 2010). De plus, cette étude
suggere que ces déficits spécifiques pourraient étre liés a des perturbations de réorganisation
synaptique dans le DG en réponse a la désafférentation induite par la 1ésion entorhinale.

Ayant déterminé que les souris 24 PP/APOE4 modélisent de maniére satisfaisante les effets de
I’APOE4, et que ces souris présentent un déficit de bourgeonnement cholinergique, j’ai pu les
utiliser en tant qu’outil afin de déterminer quelle est la contribution du bourgeonnement
cholinergique a la récupération fonctionnelle. En effet, si depuis des années il est suggéré que
les phénomenes de bourgeonnement synaptique cholinergique et glutamatergique sont
impliqués dans la compensation du syndrome de déconnexion hippocampique induit par la
Iésion entorhinale, aucune preuve expérimentale directe n’a encore pu étayer cette hypothese.
De plus, aucun mécanisme potentiel n’a, a ce jour, pu étre avancé pour expliquer en quoi le
bourgeonnement cholinergique serait capable de compenser la désafférentation
glutamatergique induite par la 1ésion entorhinale.

La troisiéme étude de cette theése (Publication n°3) suggeére que le bourgeonnement
cholinergique compense effectivement la déconnexion hippocampique et que ces
réorganisations sont en interaction avec un processus plus lent de réinnervation
glutamatergique. De plus, il apparait é¢galement que I’effet compensateur du bourgeonnement
cholinergique pourrait aller de pair avec le contrdle de 1’hyperactivité consécutive a la 1ésion
entorhinale, voire avec la modulation des fluctuations rythmiques de I’excitabilit¢ des
réseaux neuronaux dans les bandes de fréquences théta et gamma. Cependant, 1’inhibition de
I’hyperactivité représente probablement un mécanisme central de la compensation
cholinergique étant donné que, chez le patient MCI, la réduction pharmacologique de
I’hyperactivité hippocampique induit une rémission vers un statut cognitif normal (Bakker et
al. 2012). Ainsi, il apparait que le bourgeonnement cholinergique contribue significativement
a la compensation de la déconnexion hippocampique.

Le fait que les souris hAPP/APOE4 présentent des déficits séveres de bourgeonnement
cholinergique pourrait ainsi expliquer pourquoi les patients porteurs de cet allele expriment
des symptomes de désorientation spatiale des le stade MCI (Laczo et al. 2010) et également
pourquoi ils présentent moins de rémission cognitive spontanée (Koepsell et al. 2012 ;
Roberts et al. 2013) et répondent moins bien aux thérapies basées sur les inhibiteurs de
I’activité de I’AChE (Farlow et al. 1996 ; Wang et al. 2014). Au-dela de la DTA, les effets
négatifs de I’APOE4 sur la compensation cholinergique pourraient également contribuer a son
influence négative sur d’autres pathologies neurodégénératives comme les démences liées a
Parkinson, a la maladie de Pick et a la maladie d’Huntington celles-ci étant également
associées a des atteintes du cortex entorhinal (Braak et al. 2000).

De plus, nos résultats suggerent que les hormones sexuelles femelles pourraient complétement
reverser les déficits de réorganisation cholinergiques induits par I’APOE4. Cet effet qui
traduirait une modulation positive globale des cestrogénes sur le bourgeonnement
cholinergique (Kadish et al. 2002a). Cependant, du fait que le MCI se met en place apres la
ménopause cette compensation hormonale n’a sans doute plus lieu chez les femmes porteuses
de ’APOE4, celles-ci ayant 1’un des plus forts risques de développer une DTA (Altmann et al.
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2014). En faveur d’une interaction privilégiée entre protéine ApoE, cestrogénes et
bourgeonnement cholinergique, il faut noter que les thérapies de substitution hormonales
améliorent les performances cognitives (Henderson et al. 1996, Schneider & Finch 1997) tout
en augmentant la réponse aux inhibiteurs de I’AChE chez les patients DTA (Schneider et al.
1996).

Perspectives

Fondamentalement, ces résultats suggérent qu’au-delda des accumulations amyloides, les
pertes neuronales entorhinales contribuent significativement a la pathogénese du MCI,
notamment en contribuant a I’émergence d’une hyperactivité dans les circuits de la formation
hippocampique. De plus, il apparait qu'un déficit de bourgeonnement cholinergique pourrait
faciliter le maintien de cette hyperactivité et donc induire une excitotoxicité liée a la libération
accrue de glutamate et aux pertes synaptiques qui y sont liées. Un argument en faveur de ce
scénario vient du fait que, chez ’Homme, les sujets APOE4 ont tendance a présenter une plus
grande activité hippocampique dés les stades précliniques des DTA (Woodard et al. 2009).

Actuellement, les DTA restent incurables, et la plupart des essais cliniques contemporains ont
échoué, potentiellement parce qu’ils ciblent des stades plus avancés de la pathologie que le
MCI (Selkoe 2012). Cependant, il faut également noter que la grande majorité de ces essais
cliniques reposaient sur des traitements ciblant les accumulations d’Ap, or ces accumulations
pourraient jouer un role moins central dans la pathogénése qu’actuellement présupposé. En
effet, I’lamyloidopathie pourrait n’étre que 1’expression d’un mécanisme protecteur qui s’est
emballé plutét qu’une cause centrale de la pathogénése (Smith et al. 2002, Maltsev et al.
2013). De plus, I’amyloidopathie n’est pas spécifique aux DTA et I’existence de nombreux
individus asymptomatiques suggerent que ce n’est pas un facteur suffisant pour déclencher
I’expression clinique du MCI ou d’une DTA (lacono et al. 2014). Au contraire, il apparait que
la présence de pertes neuronales, notamment dans le cortex entorhinal de méme que la perte
de leurs projections vers I’hippocampe serait I’une des principales caractéristiques distinguant
les patients des sujets asymptomatiques (Terry et al. 1991). Or, ces pertes neuronales
entorhinales n’entrainent pas nécessairement de symptomes cognitifs, en raison notamment
des compensations synaptiques qui prennent place dans I’hippocampe. En effet, si durant le
MCI la perte de neurones entorhinaux entrainerait une hyperactivit¢é de la formation
hippocampique allant de pair avec 1’apparition des symptomes (Dickerson et al. 2005 ; Yassa
et al. 2010, 2011a; Das et al. 2012), nos résultats suggerent que le bourgeonnement
cholinergique peut en limiter I’ampleur.

Par conséquent, si le bourgeonnement cholinergique est bien impliqué dans la limitation de
I’hyperactivité hippocampique et de 1’excitotoxicité qui I’accompagne durant le MCI, une
bithérapie combinant inhibiteurs de ’AChE (1AChE) avec mémantine (antagoniste NMDA)
parait potentiellement prométeuse. En effet, si cette approche reposant sur des médications
déja validée est sans doute moins séduisante pour les laboratoires pharmaceutiques, il semble
qu’une telle bithérapie induit chez des patients DTA modérés un bénéfice cognitif prolongé
(Gauthier et al. 2013). Or, nos résultats suggerent que le recourt précoce a cette bithérapie
durant le stade de MCI pourrait étre encore plus bénéfique. En effet, la combinaison de ces
deux médications aurait un effet synergique anti-excitotoxique (directement via la mémantine
et indirectement via la potentialisation de la transmission cholinergique associée au
bourgeonnement) pouvant ralentir significativement 1’avancé de la pathologie. De plus, si cela
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s’avere judicieux, les effets positifs d’une telle bithérapie pourraient éventuellement encore
étre renforcés en la combinant avec des traitements antiépileptiques qui réduisent
I’hyperactivité hippocampique et induisent une réduction des symptomes cognitifs chez les
patients MCI (Bakker et al. 2012).

Malgré tout, s’il s’avére que les déficits de bourgeonnement cholinergique induits par
I’APOE4 sont également présents chez les 40 a 50% de patients porteurs de cet alléle, ils
risquent de limiter la portée de telles médications dans cette sous-population. Cependant, de
par les effets compensateurs des hormones sexuelles femelles sur le bourgeonnement
cholinergique chez les souris h4APP/APOE4, il est possible que des thérapies ciblant les voies
de signalisations liées aux cestrogénes puissent permettre de contourner le probléme de
I’inhibition du bourgeonnement cholinergique par I’APOE4. Les thérapies de remplacement
hormonale n’étant pas sans danger, il est intéressant de remarquer qu’il existe néamoins des
modulateurs sélectifs des récepteurs aux cestrogénes moins problématiques que les traitement
classiques et qui sont déja validés en pratique clinique dans le cadre des traitements du cancer
du sein, de I’ostéoporose et des symptomes liées a la ménopause (Acaz-Fonseca et al. 2014).
Enfin, chez les patients masculins porteurs de I’APOE4, on peut imaginer un traitement visant
a contourner les effets négatifs de ’APOE4 sur le bourgeonnement cholinergique. En effet, il
a été récemment démontré chez le Rongeur que des traitements a base d’agonistes exogenes
des récepteurs LRP facilitent le bourgeonnement et la réinnervation synaptique dans le
systéme nerveux périphérique (Yoon et al. 2013).
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i hrmang and mice This regon i$ aEoontoed with mantl
relrdation disenses ncisdng Allan-Hamedon ard Partrgion
wymdromes GASPS 5 predominently edpresied N e
brdin, sl highis 1 @dpratsicd Menalt in i olfactony bulb,
higpacanmpurs, hypothalsnmus and Som thalarmis and cor ol
regand [Seroren o & 30041 GH P mleeacts dnsctly wath
GPLR S inciisding immy ime chobnat o, 2 -edeanongic and =HTy
S oranargee aned Seovendl opiodd recapices Heydorn of o
2004, Simdien of &l 2008 and i wredvad i posLandoogts
¥ of delta opioid, mnnataroid OFy afd doparrandg Do
Iecapboes Eariafl o @ 2005 Maroni edal 00T Whis Tar
eta 2003 The prymsogoal rakeance of GASF has
baan only very recently axplared 1o wep BbuHele &
Swmoren 2010 In axicedarcs with GAEP. 1 modulbory cold
1 CBy rediptor potladidocy®e sorkng, Tapse-Theodor and
collibordibod s 2007 Fave SPwm 40 ang mhat i)
38 P T Mo CF i B o 58 Beor o the spindl @ord daduced
vl i lonprraind of corrabirsied an s o hne Ulisris

The Tesl shedy wang GASPd&neckout EO1 o
reashgated the rale of this probein n &oste and chiones
behericml responges bo oo [Boal e 3009) In
hete Meca, aoute and Sermibged kKoometor efects of
cofare wiid redudsed Morddvei, GASPOLEhaent et
WA Mgt N ECqUEREng o comne Self-adminsiraton sk
wind S i proncunced demuregulition of dopaminang
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Statistical analyais

Daleences bateveen mean sabes weee determened useg appm-
prabe amlyss ol venmoe for o snghe Becior lwawel of 1epeated
PRI Trs]. PosE B OOIMDanacns wars peroimad wng fha
Hwrmia =K gy, O Tl wbeire rciciny. CHMIBnG &S wiie Cone
secliaried gagaificest 4t P o« O 08 Dhals grean if Thi Best o prigdnsdn
the grispl b gredn kg e b SEM

Rasults

Lacamatar activity

Balore evaluabing the kaming and memsey pd fommances
o 'WT ] GASP.1-d hcdent anrals, we el iridsuied tho
avolion of thet l0OMOoN @Cty iN 3 Ne’ SMAT OISRt
[ege and 1ol dved & DR pericd GASPAED fedy and
tiair WT showed @ classical teducton of Koomoior actiby
vt T 2 h oof Fabibuibon W Feer fovil emarsiurent m
B Sctoapty tyileen (Fp g = EXED, F o« 00001, Fg 1]
Aitough mutnl mios Seermdd thghty loss scthve tan 'WT
mecw, the Arfeencs wWas not EHI'HI'I'HI'I'; on s palt of the
sassion no Genobype of Ganohps = How effactsl On tha
followang T1h, T fwo EoUps showed @ Righar actiby
durirg Bha derk plage [0 1.1 & 3.9 and WT, 303 & 232
rafdiBonst tan dung S bght phate ®O a5 207
A WT: 12 L 0% vansinons, Phase ellect Py = 91.78,
Foar 0001, no Gonolype o Phide offect], e Fg 1 for
lar-begelong dreclutiond. GAEPE0 risce wine Wss actee
tan et WT itermats (oentotipe effect Fumg = 644,
P w0007 This affect was mora pronounced dunng tha dark
phass (P = 0.005) This, GASP defciency was a5so0iated
wilh 3 moderats, but orificen, reduction of SponBinacous
e LT SEtATy.

Transitionshour
B 8 &8 &8 B &8

=Re—n

53838838833¢

Detection of a spabtiel change in ablsct configuratian
Al & iy d0itng panicd, Midmcey Rl objectt S Feber
spate] proparhias was tested & WT and GARSF1-HD mics
Tokad wecplorabor dunng the soqursibon phase of the spatal
novelly sk was similar for Doth ganetpes Tha mics
iFowied equl miereit n D and AT obgect durr) T kst
Sren of the woqusibon session (Category aflet Fp =
0,02, P=082, fo Gefolype o Genolypd = Catigony
affects, dta nof thowrl AfMer The rearangesnt of Ha
obpects, Both GASPFD fude afd WT mice Shiwsd e
I'lll;ﬁnt'l explolaton it Gunr) tho et Seirin Block. Thut,
obyecd prelonerse for Bofh roups was compdned over e
b panod T hedr spatal inde ded not dffe sigraficanthy
[ B0 ok T.4%. WT 687 & 8.0%, no Genohyps aliect
The following day. bodh GASFLIED and WT mics wploned
preferanially e nos oBgect and dd not Ak sgnilicanily
froem asch athin (00 BL7 £ 00% WT £8+54% o
Ganotype effact]

Ssarching for &0 sscape pletform in the Marris water
Rz

At & 10-d3y nashing patiod, WT and GRSP1KD s
warg hettad in thrgg navigaton EEks m B wabe maze
A% shoam in Fig e, dung B Sdigs of minng i the
tedesance mamery Task. e mutant mics improved Ter
poifoarmancs ab the e rabe this WT fice over T
fodis of parang Dy effect on dince and Kooy
Egqiz w 27000, P 000, no Chry o Genohpe efket
Hrwavs!, Beoughau Bainmg, GAEPLKD mice Swam
borigir % v dnd £ Fowvad ugitr Bitioncss Balone rischrs)
thea platform comganed o WT mice (dstancs Figz = 875
o 00008, 5o Fig 2a; Blenoy Fig = 1035, P = 000s,
dats not shownl, Botn WT and KO mice reduced i
PRIMIMING waloaly over T S days of rainng [Fy iz = 781,
F oo Q0000 ipan widocity. KO 8.0 & 04 amyfseoond, WT
19,8 & 0.3 cmysecond. Fedents often reman dose o the

=il By

Figura 1; Activity scorm during the dark and the Bght phme of & 24-h recording samicn. Duing e Jh batition paned
[y buii), hacomotar ity of (RSP 1-KO mats drid WT irede daiaiad dimbaly, On b remderung 31 b, KD st wsia bidi a<ine
Ehary WT mics durinig the dark phae (eghts off batwesn 1900 h and D700 & black biel. Dot ses axprogsed a3 the mamn nuesber of
b forthy i stion s CEEM ) momcke by S end of sch hias in the acisity cege

40E
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Figura 2 Padormancs in hidden-platiorm and viible-platlorm vemices of the water-mae parsdigm, lckaly. Ga5RY €O
om0 longer detence then WT mece, bulb botf Qenofypes mproed smieedy S e fommanoe (i o0 Beining in e efeenor
ey fask, 00 batwesn Teils 1 and 2 in the worng memony Gesi; and ol over the Tour mals of the vesbis platfor: tess Noke the

soady cRang an
P DG, wi char o o he Bk ME Ll

wals of e pool on T frst walameee els. byt this
ThigMoboac Swirn tands 1o duspgaat 3% [aining progasses
Inteeashingy, e distance Faum withn & 10om dsEnog
et B el | wad abiaady highde in GASPED mice than
w T rece darng e vl S0desond Tree fwim bl
i vt platfos (00 1244 2 84 cfmdesd WT. 1074 & 8906,
Fim e 275 Pe w08 Thgmetaos dcreaied makedly
vt B G0t of trdinire i WT rice, whsr oas i1 drereshod
orly modesglely i KD mice KO 197 & 17 omoand
WT 3225 e Gonobps affect Fim = 815, P e 00008,
Doy = Genotyps nrecton S = 305, Pe 002 It s
rectewoity Tat dispite sHong thigoboss lendencds
in GAS-Idetosnt mecs, the pattem of mpresement of
pacforranes was parlel among genospe: Both groups
ifrpegeed e e performancg essentally withiy he
wareng fedisere (Tral effect P = 2028, P < 000011,
wabsnickt thay showed Some lost of perfoimance bofumen
this tranng sessions (Tral & of day N oo Tral 1 of day V4 1
Fiop = 754 P = 0008 Trues, ivgeovemant of parfomnancs
dapanaiied Mmiginky on wilFen-session progresses Dunng e
probw trial both groups had good perfumencas ey
safchied for the platern m the goal quadrant dor at kast
Tog % P D Tan T 1edecond drande el {E0

Ferren, Brae il Eafewar 071710 70z 296=- 308

267

o GEASFTED mice dbd N0t ndnedse T S Q ol by oeer T four s, oomeersalke 50 VT mice 50

1994 3.1 seconds, fy = 488 P00 WT 382414
fotonds, g = 1552 P 2 0.0001, Genobype effact Fig =
353, Pe00?

In the working mamory k. the pesition of the platfem
cranged from diry b die. Thie weatkifg sy camport
of the itk 2 eahawd by comganrg the Second il
Inews platiorm pogitiel to the frst ena Both groups
arvelicly mpeeead i parfentmirss bebwesn Trials: 1 and
7 fatencgs and detance Figp e 1715 B o 00005 o
Gartvps « Tral intesachon; ses g 280 Agan, theoughan
tesarg, GASRKD mice took @ longer Dme B teech Te
plitfarn iFy g = 741, F=0017, dote el showrd and
PREME longer 5 anoe P g = .73 F = 0008 sep Fg 701
tan WT pece. WT rece showed @ bigh swim speed o0
i frst i, wihen Swy serched Sor the new plitfom
et Tnd 1205 & 004, Teml 220002 02 and Tral 2
195 & 0.3 eorfescorsd, B st B 00008, Tredl 1 ompansd
to Traal 2 and to Tnal 3, but speod docreated afonee ds,
whargas GAERAKD mice moeningd 3 K pam 5peed
ovar gl wigly (gl 1,198 4 05, Tral 7198 & 0.4 and
Trgd 3127 b 08 crfppoond, Trigls = Genolyps nbgmohen
P =308, Pe0os) The ebhel endency bo search fa
plathotren in the e gosupied on th pravious diry i tincg
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i Pt
e oF Dorgs 15 (B ried rriie il

ST oF T Sl i S pressoUs phatform anea) deeT eated
simiarly in e courie of e Tanng T bofh groups e
Genstyps of Ganolge x Doy aflect, dotance dab 3 hown
in Table 10 Thus, shifting every day tha platform position
techad samalarty This Seer chineg S Mateges of GASPYK0 and
W race on the frst nal of sach day, and spabal mémcry
peafoImEnce was oomparabia aToss the geno bypes

I B il Bl Rk ol Grouges | i oed Srnelii by
Hwgar poet st el oo it e Tow Tty (ol o Mot b Dt tance
el Lateney Fige = 453, F < 00085, fs Thal =< Garabgs
ractsn, tee By 20 ke dvanl Although Benses
ared Ao Rncet wise ey thal Sfte ot vl lir e
raming, GASPAED e g bnged S oereed snd took
reane e thin WT mce % resch e witdla platfomm
Depiancs: By = B30, P w002, see Py 2o Latenoy ED
115 1.5 seconds. WT: B0k 0T Seopnd, P =458
Pow 0031 Veleoty revseased over e fowr Sals [(Se m
1418, F o 000 seeg ) Howeved, this affect reedhsd
gigrifoeeneog only o WT mece, nal o KO mice ORgy = T9T
B o 0041 Indead, vakoaty wias s grafianthy heghar on tha kst
triall i VT oo onidy [NE Sent P o 0005, Trial 4 oompaned
B Trahs 1, 2 and 2

Ritogather, Tese watemese dat suggest tat GaSF.
KON precad arvikiel i Py WIT e o Birevk F ot Bivind sl
Bty duses) Eanng, bu kot KO and WT rice thow goed
refenbon performance on e releence mermony sk and
of e wodlng meenony Wk Fod el bk GESPOED
Sy g rmand ey CBble over tnald wiethe
e phamtonrm b9 il geed oF wisibla, el @ had @ el
o STBe OF o i My B om el e mal

Finaing the targst hale in the Sarnss mass

Spakdl memosy wark 3o eahEt] n e Bamedamdabe
task whech s kst shesshul Ten wels-maze lestng fe
frida Trae froci repryeed et parforrulion S
e &t of g (le Latendy ared Erroes, Dy affit
Foug > 260, P = 00 The lbency 1o ente e target hole
el e runiled of ndd Peds by the mice decrided
a5tk rate oh GREPVIED et and 0 WT mese e
Ginotype = Day eflect, Blsncy dita thewin 0 Tabde 1)
Cheres Bw profe el $w e writed galisemadly te
Bar ged hale and mimefabely @afacent hodes rathar Tan e
oprosita bl Ry mp m 2411, P < 00001 Fig 389 Knosk-
Gt and WT Frace ide 5 prile FumEsd of Bole viging deeg
thes pobe s E 0T 318 & 4.8 holes, KO 355 & 48 holes)
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Ot ts iy Pllonwinry Wi Br niel-mmaida ol Bl B Mo
erieted a led resTichon per ied i o ded b sl proosdul
MMty evaliARen N an appetvaly Teanioroed barpres
Bk AR B eaprnarey o e food daiticsen pened GASD.
150 mece ware hearsar an WT meos ®0° 3584 09 g
wT ANAg0Sg F|_,;--1EI.W_F-.I1I:HB'II Hursderaial, ths
pmnhpr-a‘l gl oot was Srmlar in e o group s o
thex & days of food resmobon period and by the end of e
P rédtnehod pancd (st &y K0 155 3 0506, WT
11 2 0850%., o Genibpe of Goenotype « Day affesish
The bodvweight was mentanoed wehen S5<B0% of od
Slatun wisgl owed tha & deyt of rareng Imeeh lodd of
'lllllﬁ'l. K 18.7 £ 0.0, WT. 12484+ 058%, 0o G
Dy o Ganabyps = Dary wllectt] B thown i Fig e, Besiiv
ginetygat porfommad &1 srndde bevels on B fedl diy of
ainang and impioved thee peefmancs on e lllwig
iyt My wltect & g = G072 F < Q0001 Hovewnsd, T
g et et oF KO frecg wir s rruch dlorassr Ban thols of
W meow Day = gerofyps inbamcton Fyg = 5057, Fa
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Figura & Padormancs ia an appatitively relnforced Bar-prms tmk, Fecluton of sanforsad radgenias B and 1ol sl
] perfoaman e, Remalis are prosented o5 mesn numbes of sach e of responses CHEEM) made by WT and GR5PED mige
during asch Smin Block of the 15-min faision gvin stk diy ovie 5 sosaculivg dind *F < (.06, genatyps Sfacancs oo tha duly

e oo i, B Laes L

their WT counberparts ower the whols pancd {Gano-
tvpl alladt Fiam = 1078 F = 0003 The cabe of reinfoncad
bair-peatsos mdde over e T S-rrn Blocks vatfen asch
Sedsion rermaned quite Stablo in Both genctypes Ino edfect
& Evheacton with shis fva-blaok factorh Thus, e defat
of KO mice was mote bedy [0 be related to smaler ndee-
segsion mprovemant of parfoemance Indesd, fe mean
INCreass in e raembar of reinforoed pesponses Bpbwaan
SEsiiars wias of 19203 m KD rice and of 20203 n
WT i (Figg = 577, P 003 to InfirSesdatn of Inler
sostion ¥ Genotype effectsl On the st sareng Seison,
bt geoups Showed @ Shghyt v Hren-g i SH0en Ecia s in 1an-
Tooed rejporges when Bhay perloirngd cwer the i of
abouf B pallets pee S man, Sug3esing sarrelar satabon kvels

Baat if 18 abig geiet of the reerforcsd 16 ponde o b haamad
in gEgocalion with he barpiass figgenng pellst dalsany
Thuss, wa also srahTed altamaton dal noodar bo vee-
ity whathes e rice adploned $CThily e box and
dherattanta e avolson of the asped of ther 2ond-
vorwed tesporsd (Fig abl In GASPOED roce, the fro-
gression of tha nembsr of altamabors hom e lvar 1o
thi Tood oup was dote % Tl found m WT rice
affact & yp = 4450 F < 00001 ; Day = Geanotypa
Bort Fgany m 208, P o 008l GASPIED frecs rrade lods
altarrabions enby on e thed daldy session (55 = 618, P e
002 KK sl P oo 00008, BD differs fesm WT on Dy 21
A% T Dening poQtecsed, the letlency b make the first
rerioeced baepress of the dady $e550n deaatad smdary
in bt groups (D 1411 b 68 teconds: Day 299 b 1 5o
o, Dy @ffedt Foyg = 3118 F < W00 Hd Gandalype
of Ganabypa w Dy eMfact)

i sy, GRS ric uncis pa Tormn WT mice i Serrs
of thisr rarrbor of renfoeced retporses and, 1o a mush
lasiar axctent, ther rumdss of hivertiood oup albematons
This dufial & frone ponoursed Bobaaen Seions than

iz
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appisae s siduced in KO mic

Avolding the footshoo-assocated dark

compartment

Firrally, woer irnesSgatod contesiual remony of GASPOED
frocd in 3 paens sveidance Bak Tha mice wWans gven 3 ohe.
mionth rastneg patiod with fosd s dsfum before bestng
Durrsy e aoquasibon sesson, GASPAIED mice and WT
mece enteted wath e tences K0 608 b 08 Seconds;
W BB 208 seeonds] M divk SompaiEnant whiro thiy
tecpived e Rootshocks, On the fdlewing day, the teo
groups did not diffes sorificanty in teirrs of Ktendy %
anter e dark compariment K0 45.9 & 10,7 seocnds; WT
19,8 & 8.7 zpconds) and the nismbsed o Banssbons betasan
compaitments (K0 13,5 & 200 WT 211 k3T Howeder,
GASP-1-KE mice spent las bme i the daek comgartmant
trean WT emic 00 T3 15,0 seconds ) WT, Tdad g 157
plorsds, Fiag = B2, P o 0008, The bellic perfoarrsineg
of KG mice compaied 10 WIS o nal oplatied o @fheerdes
N Beotshock dentitnaty. [mdhisd, frutant e Sppadned it
regcivg I akeotic shooks beceuse iy extibited & fighi
Iesponse ak @ fontshock kol dan WT mice K0
S5 1AV N IR3 005 Y. Azp = T.56 P 0,008

Discussion

Parformancs dafiots of GASP-1KD mics ina drug diomm-
Faton ik Bated on Atepoks condboning Eowul of &
2008 ked ut B Supect & possible impainment in pros.
durdl riamiory tEks. Thus, So @m of o curant $hedy
was o evaluate the speafory of M possbie dafag in
Jh&hmﬂushm sovidl forfre of frsriody
GASF-1-ghoant mce showsd O Moules inaegenng a fepd-
néarvior cled bn-priis Wk, which confnrrsd thai i rgsinrments



Kashi gl al

H H
[ '
' ' -
"
'
T ' i
'
P
vy L
[T -
'
, : "
'
PRI
.
L} - L}
; -
5
0 ' =
' 1 '
a
1 HE
, '
P
| -
'
1 . [T
a, -
' H 1 '
| '
'
'
[
-
'
H
[ o
'
. '
' K .
'
' ' .
-
-
: '

;
' ' '
' ' f
L} .I '
L] 1 1 L}
'l ' H e
L ! RN
B ' . '
L} ' L} H L} '
H i - ' B
! [ r ot - 1
. - -
' : ' a ' ' '
' :
H ' ' (LY H ' i
H T - ' I
' ' " 1
. ' . [T
HETI ' ' '
1 L} '
: - H ' .
' - -3 .
L 1 [EEELLE AT ' H gy 1
. . ' ' ' ' -
', '
. . ' . PR ' H
' el L H . [ KB
' . -
i . '
' ' H H H '
L} - |: .
. ! : !
e > ! '
1 = L} "
N - L) [ -
. ' '
' o
ol '
' '
' ; ; ' : o e
- H )
_ o I ' noa ' '
i ' Lot
' P - f - i '
L] L] I L} H H
P '
[ ' [ [
a '
L LI 1 » T

270



e
H
'
"1
-
1
-1
[
[
'
-n
'
-
1 -
.

'

H
"

]

'

- PRl |
oy
i
[
i

Y

"
In '
- '
H
'
LA ]
'
'
'
"1
HEN B
e
'
' -
H
L
"1
L]
.
'
o
HH |
y i
'
'
Y
'
'
'
'
LA
e
.

! 1
' Al
L L} H

-
"
i
-

271

EY

Lamimr g arel ma—mrg in GASS1 .80 Fkn

1 - [ ' 1y, i
' : 1 . 1 : '
B [ .,
" e
' " P ' .
. i VN e
le : '
! HEER RN 1 |

11

R

ATk

!

fud

L]

'l



Maih e al.

A1

-

A0

11 .

1ar

272

kY

LE

i

nk

Sl

Acknowlkadgrments



273



Publication n°5

Mathis C., Savier E., Bott J-B., Clesse D., Bevins N., Sage-Ciocca D., Geiger K., Gillet A.,
Laux-Biehlmann A., Goumon Y., Lacaud A., Leliévre V., Kelche C., Cassel J-C.,
Pfrieger FW. Reber M.

Defective response inhibition and collicular noradrenaline enrichment in
mice with duplicated retinotopic map in the superior colliculus.

Brain Struct Funct 2014; 10 : 299-308

274



Brazn St Pusct
L] 100 100700 2501 80745 %

ORIGINAL ARTICLE |

Defective response inhibition and collicular noradrenaline
enrichment in mice with duplicated retinotopic map

in the superior colliculus

Chanlal Mathis © Flise Savier © Jean-Bastien Boll © Dunlel {esse © Nichalas Bevins « Domindgue Sage-Clocea
Karin Gelger + Ancais Gillel - Alexis Lasx-Hichlmann - Yannick Goumen © Adrien Lacawd -
Viveen! D elievers » Chridion kebche -« Teanet hrisligsie i ] Prank W 1Hricmer © Slichac] Kelwer

| T T R I I T e IR TR T P R |

R N | N R SN VI A I S

Mbebrarcl

TR T T - | I I B T PR LA I H

. . an 1 [T
| ISy T e L DN L RO | IV ISR TTTTIN LETT]

LR TR I N N PR RN TE ]
FENTIEE T I IO R [HONT Y TET] SCTR T HA - HNT] B T TR LT

HA 11 R I LTS | L S R T TR P W |'\-'|-||||'!..'|I

Ii- i wilins e s atmeal I maiweseenl one e it Teat:n,

T T AT T S P T P | [ IR T LR TR [ BTSN |
capein el o e ke il s e om wenelin ol
Femloiiedd ez s |'\-:."-E'|'\l'|'|.'= e Lenl e 1Pl ~CEw
T IETS T RN FTTTEILN Y T FH A S P TR LT T B EL VPR | I RERT % |
carlico-callicular avinal prajections leading o hyperstim-
ukatid of the sugsrsd colliculus. To eaplode the Furi Goal
impact of collicular hyperstimulation, we compared the

Flectronk supplessentary materdadl  The ondine version of this
artache Cdoas |0 DONT 0080 20000745 51 contains sepplamsrniary
e, which m avalable 1o amithonral e

. Mathis - J-H Bt A Galle - C. Kelche

I |

Latowatory of Mdaptativg and Cogntive Myamscionoes, TNES,
Ulievetaly of Srashomsy UINE T364, 67000 Stmbeasyg, Franoe
c-mak chankal madhini@ e u-slraly &

K. Caeigen

E Siaw - [k Cleswse - & Laog-Righlmam - Y, Coamraon

A Lacasd - ¥, Lelpbwre - FOW. Fineper - M Beder (=05
lrutitets of Cellalas and Inkegrsie Neunmcienors, CMES UFR
NI Usiverany of Stiboars, 5, mie Moeds Pascal,

G Sipasboiig. Fiasce
e-mmadd meckas] acber @inscrm

N, Hevim

Mdecular Newroberdopy Laboamory, The Salk Instmoe.

La Jolla, San [hegn, ©8 S200T, 18A

N Bevim

Deparmsent of Newoscienos, Univeraty of Califoria La Mdla
San Dhepo, CA FIOG9, 1184,

¥, Sape Caodca

CRronoliotion, UM 115, CNES, 6708 Stanbourg, Frasds

Pobdishedd mnlling 240 March 2014

275

[ B

e b ti
moseveral el s tasbs
s nly ol alad e e e | !.'ll'.'.l.lll\. [ENTRRHTEY B N |

PR RN N B | T L

HU Sy LR T | (N T (R T NERERTE PPN

kewk herer amd vl 3w e
[T W Rl TR YT [EIEFE PN
[N TT\-EPTPICRELDY TRCH BN P CO) IR L AT LTI RN FTHE FH TR T
IEERR TR | ENTARE A (RPN P PO PR LR PR T L 1T I T IR [
R TN B I [T B LARC P TTRRCR YT P T RTIN B (NN T
LTS TP REC TR TN PR W o W TENTYTER | PR % VT P FTH A CR R
LT TR T BRI I LT PR B Y H T RO TT P U PR TR WTEY TP
quantification and gome expression prdiling demonstoaed a
spilic enrichnsemt of noradrenaling oaly in the superikaal
layers af the superior codliculus of [d2:-FphAd knocksin
mmice, where the rolanotopy 1 daplicated, whereas trnscoipt
levels of receptors, transporiers and metsholic eneymes of
the monoamimergic pathway weee niod affected. We dom-
cmeirale that the delect i\ reaponcs whiboln 18 & oonse-
guence of noraifremaline imhalance in the superficial layers
of the saporior coliculos caused by colingdopic  map
duplication. Our resulis suggest that stroctural abmormali-
Ges im e sugerion collioalus can cawss defective response
mhibiiom. a key feature of asientios-deficin disonders,

keywords  Eetinogapy - Visoal systom - EphA sagnaling -
Superior oolliculus - Morndrenaling - Response inhibition
Anention-deficit disonders

Iniroducilon

The sspenor {olhiculas (50 15 a4 mo@brasn srucoes hal
milegrales sensory impals from maligple modslizies (¥ al-
Lace ef al. 1593, Holmes and Spence 205, Nay D006k amd
plays & cenimal ol 1\ vasud-Enalal ofcwlabon, allenlion
amd semsoeimmotir  processing (Seein 1984 May 206
Cramdhi zned Kainans X0 Defects in SO functéon have

£) Springes
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been associated with a number of neuropathological and
neuropsyrhaine disoaders iﬁillilll'lﬂ. eplepny {Hoss amd
Colenus 261, schizophrenia (Foentes 3600 ) amd sutisen
spectnum disonder (ASIN (Kleimhans et al. J011). Bocemly.
colliculer hyperstimwalation hos been gropossd 1o underlie
altemtion-de iy poractivily disonder {ADHD) symploms,
capectally the wnpalsvicy and distrsctibiliny  assoctaned
with the disoeder (Overton 2008; Miller X0FEF, Donmeit
ol al 2004k However, dinedt cxporimsmial evidenee [or
such a link remaing elusive.

The 5C presenis & paniculsr feabore, namely the 1opo-
graphic orgamizaison of its wemsory inpuls (Spemy 1963
Lemke and Reber 2005, AMay JMMep Axons of retimal
gangliom cells (ROCs) progect 1o dve superficial layers of
the SC along spaiial] axes reflecting their position along
i‘!.l'l'ﬂ‘.'ﬂ'l.l'rlillrﬂ:uh 1 the petimg {the relimso-callicalar paagph
Layer ¥ mewons of the V1 conex also progect im 5 1opo-
graphic manmer fo the superficial layers of the SC, the

corticoscollioular map, which ix in register with the retino=

£) Speinger
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Rostral

colliculsr map (MMay 2006; Tripleit o al. 20020 This cre-
ales 3 wpographic repeesemtanion of the visusl fheld in the
superficial layers of the SC, also called retimotopy. Auwdi-
tory an somatosencory allcront: projedting e decp layers
of the SC are glso aligned with the visual pasps (Meredith
and Stein 1985, King o1 al. 19 May DK onhancimg
perception of salbemt stimoli and infloencing decision amd
overt hehsvior (Sieim eof ol 2008,

Wi 1ok advamtage of a specilic disruplion of the reti-
motopy in ihe saperficial layers of the SC that has been
obwerved i e [s12-EphAd knock-in mice (Fig. 1; Brown
el al. JHMIL Im this mouse model, the EphaAd tyrosine
kanase receplor, ahich adls as & guidince malecule durmg
map formation, is over-capeessed by a subsel of BGCs,
This leads o a well-characterized duplication of the retimo-
crlliculer and cormico-collkalar maps sloag the antenor-
posterior axis of the 5C, Over-capression of the Ephil
recepior neilbher alfects retimal orgamization and imécgrity,
mor the topography of collicular somstosenory impos
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(Bream et al. TEKE Keber ef al. 20060 Teaglem en all J00#;
Bevins et al. XM Triplent et al. 2012k The duplicaned
vizual maps are fusctional as single visaal stimuli rigger
i wetisation of twa distinet sheas i the SC (Triplen e al.
HEA), Unlike other mouse moedels ibar 1agget Ephfephein
signaling {Daottoen et al. 199E; Feldheim ot al. HEKE Feld-
helm HEH), the genets modification in the 1sI2-EphAd
kmexck-in mice affects only a subset of RGCs an docs not
afliect oibser strucnanes im the Brasn (Heown e sl 30K
Feher ol al. 20k, Thaler et al. 2004

Tar determine il hyperstmulaton of the 30 due 1o
duplication of the retinotopic projectsons, mibsences col-
licalar-selaced behavior, wildaype (WTh heterorypous
(Epht 3™ amd honsory gous (EphAZ™ ™) L12-Ephaikl
mice were subjectod 1o s seéres of well-established
tehaviorsl tests. As & first approsch, we tesiod peneral
visual ability (<lfl est, optokinatic relbex, Momis waler
puaze with visible plaiforms) s the effects of Esrupied
Ephias gradients in the RGCs and duplicated retinotopy im
e 50 om visasl perceplion have never heon described
hfore. We then focused on genersl sensorimator {booo-
maator activity. circadiam thythmacity, Lightidark box 1esf)
and imtegrmive festures jhesm walking tea) and o col-
licalarrelsted behavior, especially visuosspatial orientstion
anid memosy {vloers water mace with hislden plaiforap asd
respomse imhibatson {Goo-Go taskp Our resulis show that
Epha ™™ magant mice exhibil defective response inhi-
bition when compared 10 WT or EphAd™ ™ lincrmates.
Visual acubty. sensorimoton activity, visuo-spatial lesming.
mativation amd memory were similar in the different
penctypes. Molecular charadiericatwon domonsicaled <le-
valed normdrenaling levels in the superficial Layers of the
5C in EphAd™™ animals where the retinetopy i dupli-
cated, Bxpeession levels of receplose ransporicrs sl
ancymees of the monoaminergic signaling pathway were
similar 10 WT Inermates. Imtorcaimgly, these changes
resemble speclfic sympoomas of the adalt and peedoen n by
imatientive-lype ol ADD patients {DMamaond 2005; Bic-
derman and Farsone XML
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H7-358 for KO, AG was under their respansibiliny, Mice
agre gentyped by PUR of gesomdc [NA from il Bop-
sies as described previomly (Reber et al 20041 Four- 1o
sevem-month-old  male  lnersmses of each  penodype
Eph AT EohATY" snd WT) om 2 mixed gemetic
Backgroand  OC5TRG = 1298« were  subjocted o
behavioral tests and modecular analyses, Standand laboga-
tory mddent [iesl amed watcr wore available al Libsum
throughaut all experiments, except Tor the GaoNo-Gio waalk,
for which all mice were kepd al 25 9% of their froes fecdmg

wgighl
Bethnviceal cests

Theee distingt cobonts of 4- 1o T-moath-oll WT, Ephad™™
and FpaAs™™ males Btiermaies were chamcierized asimg
fixed sequences of tesl angang as much as possable from
thae Beast nvthe meost invasive tes, Intee-test intervals (177)
varied along the sequences to limil order effect. The firt
codeom of - o T-eonth-old mades Hoenmates (o = 69 per
group) was fisst fested im the light'dark box test (Boeuf
ol al. HHFE AITT 5 daysh amd then omly im the Ga™o-0
psk (Mepiame et 2l 1993), The secomd cohon of 4- o
Tmaonth=pld males |ftermstes {0 = 7 per groupl was
dedicated 10 sensorinwoies evalustions, They were T
tested for ciecadian wheel mmning sctivity (Mendozz et sl
N} e genoral keconsator activity (Yassine et al. 2013}
(ITH 15 days) followed by the Morms water mace paradigm
(Morcaw et al, HEEER (TTT 15 daysh the beam walking s
(hlonzaw et al. 2008} (TT1 3 daysh amd the viswal cliff et
(Gilsom amd Walk L1960 {IT1 21 daysh. The opokindic
reflex {Douglas e al. 2H05) was stadied on 8 ihird cohort of
demomth=dd (0 o= T-10F male linermates.  Delailod
desgriptaons can be foumd in Omlline resouee 1.

Maolecular analysis

Tranzcrpl levels were analysed by sema=quantitative FCR
and meomoasning levels wene measused by high-pressuse
Liguid chromatography as described in the Online reswerce
L

Blanistical analyxis
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Fig: 2 Visual sowty in 1513 Ephd) brock-in moce. @ In e vismal
clilf text, WT, EphASKL+ xnd EphAIKLKI mice spent significantly
mesie beme o Lhe opogee sile compaed o the ol mde. The thies
jroaps of mice & sot &iler i Rermms of mess e (i) agenl of The
oopaaqne sl dned T sede dewing the 10 min semion. b The [@ey o
wep dotm oawaed fhe opagque ade W upnificasdly  loweeed
couppared o the il side, bef similar in all peeohpes. ¢ B ihe
R leal, the aveiage contianl seisivily (thicihold contasl m %, §
avish low wpasal freguencies ranging from U060 o 0UXTD owcles’
depeee (x AT v amaaly in the heee prosps of e
o4 o ) 000

(Statistica 8.k Statsoft, Inc.. Tulsa, (K k. The lime spent im
e goal quulkiant of the water maee was comparcd 10 the
155 chance vabse by means of a ¢ tes1, The |55 chance
witlee comeaponds 1o the Hme spent e random scarch im
four quadrants daring the 6 & probe st All behavioral
data are expressed s mean = standasd eeeor of the meas
(SEM), HALC and gqFCH data were analyzed using the

&) Springer
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mn-paramelric knoskal-Wallis (KW et All expresssm
darg are pepeesentod wslng boxplots (min, g1, eedian. g%,

Eesulis

The fumctional contrbution of the 3C in spedilic behavior
has been imvestigsed in a varery of experiments. including
electrophysidlogical recording,  imactivation and  lesion
approsches (Hinms 19599, Huberman and Nicll 2601
hitle has been dome 21 2 more integrated level in animal
miodels with congenétal defects.

Wisual acubty

Wi first askod whether the madificd collialar retimolopy
affects visual acusty wsing the wvisas] cliff rest, which
mezasures viswal depth perception im rodents. Mice from all
three caperimental groups spent lgmibeas by ot Hme on
the opagee  side compared 1o the cliff side (side:
FLIE = 10L15, p= 0005 Fig Zab and stepped carlier
cein e opuque side then ono the oliff side (side:
FLIE = 1661, p < 0000; Fig. 2by imdicoling normal
sisual perceptbon, The was Be sigaificast difference
between genoiypes for the latemcy o siep down amd the
tmse spend om cither the checkered xide or the clHT side (mo
gematype cifeel or genotype = side mleraction). We mexd
teafed sl simity by samalamg asd oeasseing the
optokinetic reflex (OKEL This reflex medistes compensas
tory hesl moGoens clicieed by moving [alk-fickd visaal
stimmli, to mainiain a comsiang image om the retina. Sice
from all three gemotlypes shawed simdlar threshold valoes
fog the minimdam comieast thal wggons an R al spatial
frequencies ranging from 06 o 02372 cyclesidegres
(Fig. Ick Together, these resalts indicatod noemal visaal
aculty ln Epha™"™ and Epha 3™ mice,

Crencral locomises FUATY, SCNEOFY w0 COonlimation
and circalism rhythm

We next tesied bocomsoior activity asimg hocironial cage
activity and wheel manning. Mice of cach experimental
group shovwed o simvilar decresce in locomodor sctivity over
the o of @ 3-h session cormesponding ro habination o
the mew cage {1 3-min block: FI LGS = 33,07, p - (000001 ;
Fig. 3ap and no sigmilicant offoct of the penofype was
chnerved im Gotal wheel ranming activicy, all thice genlype
ahvowimg noeenal chythesic scrivity (Fig. 4h, Ondine resousce
I The ey role of the SC in the indegration ol sonsorimodon
msdalities bl us e Rest sensonmolor coondimation, All
thiee pemdlypes anderwent the beam walkismg nest s
showed  similyr lnencies (o beave the star segment
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Fig. N Legomedor sctnily and semionmaotor coonlination in 1Al
EphAt krock: in mwace. @ Dunng ik 5 b habiuanon phase, EphA KL
Kl and EphATEL + sice 4 sol diffar fromn thar WT hbcrmatos in
emms of exploabon of a W envooamenl (cxpressed a5 moan
honroail scuvity per | Samen Bkl b EphAIEIK] mice did aol
dufler ipom e W' Liesmaes on levme of mean e per mal io
reach the plafoem over 4 Eale of the bram el Bs all theee

poractypes. $ns parameler decreasnd sipnificanily over consscutive
Hiali

{genotype x trial: F6.54 = 065, p = (L]0 st shoem) amd
ta reach the platfoem, which decreased significanty durieg
sibsequent  trinls  (irial: FLS = 1648, p o (U000
Fig. ), Sensorimotor coosdination snd lane ey wleave the
sart sepmem] wene similer amsong gonolypes. Marcover, we
tested whether the manning actEvity of knock-in mice fiol-
lows light-entrained and emdogenous circadian patierns. All
e genofypes shdwwod samdalar ranmang actlivity in 12 h
light -dark and dark-dek cycles with sSmilar endogenows
period (WT: 2357 & 026 h, FphAd™ " 3376 4 035 b
and EphA3™™.: 2369 4 0026 b Fig. 40 Together these
results indicate noemal locomotor sctivity, sensory motor
peocessing and chreadian activity in EphAIS™  uad
Epht 3™ animals.
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Wisuo-spatial opientation and memaony

Wi then testod visiom and mwdor sbills using the Mormis
water maze visible plutform test, where mice must kocate o
cue 2l chose ramge, and swim teward i Adter 2 days of
habination, mice were tested for their perfommance in
resching & visthle plaiform. Swim speed and disiance were
mcasurcd in fosar trials, Swim spocd remained stable amd
amilar for all groups, Swimming distance wis similefy
reduoed among all groups over te four consecutive trials
sl FAM = 1607, p - (001, No sdgnbficsnt diffes
ence was ohserved mmong penotypes of ponotvpe ® tnal
mleractions (Fig. Sap Nexl we wsed a variant of the Momis
waler mane lesd where the platioem o hihlen 10 evaluate
wisuc-agatial hearmtng and memory. Here, milce mast fisd
the hiddon plat oo hased on distamt vissal cues outside the
presil. Urir the cotarss of the Tour traanimg &ays, mece of all
taree gemotypes shivwad similer swim speads and leamed
the position of the hidden plaform eguaally well {day:
Fi50 = HUAT, p o (0 Fip, Sh No dfference was
chiserved belween gemolypes, suggesting that FphAi®
and Bpha3™™ animals are able o lcam a task noquiring
visua=spatial orientation abilities. In a probe test performed
H b larer, all mice showed & Clear Bias towand e target
qapdram where they spent signdficantly meore tme than the
155 chanoce level {WT: ¢y = BU6E, p = 0AKNIS, F.pl1.."|.3“":
ts = A8, p o= 0H; EphAT™™ ™ oy = 601, p = 0001
Fig. 5ch Taken wogether, these resuls mdicated nosmsl
visuwo-spaiia] ortemiaiion, preserved maotivation o resch a
visihle amd hidden platfonm asd intact spatial leaming amd
memory in Eph A3 ™ and Ephad™* mice,

AmKicly, fesgumss mhihiton

A the behavioral ouiput i several tasks deog., visaal <lifl,
Cen-Cio snd Morrls saier madeh can he evadulsied by
levels of mxiety, they were determingd in the [s12-Ephi
bmck-t miice wsang the lightdask box ea (Cramdey
HEIT) This conflict res evalases anviety bosed om the
temdency of a mouse W explore a novel environment
agalmsl the sversive effect of & hrighily 1 opes fizld fthe
light box). We memsured both the time spent in the lighs
b daversive cmvieommenth and the mamber of ancenpls 1o
enter this bow (defined s an iscomplete Bady entrance).
Amimsals from the thice gematypees spent a similas asnoun
of 1tme in the aversive emvironment {the light boxp indi-
caling compearable kevels of anxiety (Fig. fak. In support of
thxt, hahituaison times im 2 sovel sctivity cage and lutency
to bedve the slard segmend in the beam walking lesf, pre-
semicd above, did mot d5fTer betweoom e thece gonodypos
further suggesting that the Isl2-EphoASKT animals exhibi
sormial bevels of anclety, Sumprsmgly, EphA™™ uad
FphAd™Y* mice made significantly fewer atlempls 1o enler

&) Springes
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Fig. 4 Circadios sctiviny is A
[a12-Ephal kncck-in mece. AR
thaee proups of mice dhowed Lo

amilar erdopeno periods

afver @ 1% daws of Liphi-dak

AL eyele Tollimed By 10 diys [+ 8]
of constast darkcress ([H)

qab arsl weular deesal and

nex fumal wheel resing actividy (]
i)

the light bo (imcomplese body emteances) companad o
their WT liftermistes Jaltempis: F2,21 = 4.3, p < (kD5
Mh sl hid: po< 000G Fig. 6h). I oother  wonls,
EphA 3™ apd BphA3™* mice were less hesitant and
entered the light bax mere readily swgpesting that they fail
o refrain fromn exploring an sversive emwvironment. Im
addition, FphA3™™ and EphA?™* mice showed a
decreased laeney (or complete Bidy anrance into the [ght
bom compared fo WT listermates {latemcy: F221 = 324,
o= (L Fig. 6], This provides harther evidence that they
5 nit hesiteie 10 ender an aversive environmeni. However,
r-.ph.u“'“ mice shawed no increase in Lime spent in the
light box amd no smgairment in the visual chill s, oplo=
kmctic reflen and Both versions of e waber maze i\ which
rerfommance depends om miacy viswal abdlities Yassine
od al. MM 3L Altemabively, reduced hesslalaon i enter the
laght o coubd be nelased o o diminishod responss inha-
hézlomn, a key festuee of impalsivity (Chamberlain and Sa-
hakiam HHFT

Ty ciminom defedts m pesponse inhabstion ol knock-im
mice, we performed a GoaMo-(eo sk, GoMNo-Go para-
digma are based oo & oo dEscrimination cosditioming amd

€] Speinger
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arg comamonly wisd 10 s anlention and pesponse -
bation, bt alss learmndng and momaory funclions in humans
and mace {Medmne of al. 1993 Arom and Poldrack 20605
Crabmer et al. X1 0; Loos et al. 3010, This test required food
restriction, during which the mice wene kept at 85 % af their
weight 1o emsure meotivation for food reward, Mice of all
three gomdypes showed similar weight loss and meotivation
Hoe fian] dharang: Focsd] restrsction (nad showm) (8eziane et al.
15493), Im ouwr version of the task, mice were comnditioned to
rum saccessively down two rumaways differing in colors,
ome color rumeway heimg always haited with food (G tradl)
and the other mever baited (Mo-Go trizl), Bath Ephaa®e
and WT |mermstes progressively leamed o discrimanale
Berweem the remioeesd (o iraks) and non-reinlonsead (ho-
Cio trials]) rumways as indicsted by a sigmifican decrease in
rumning Eime on (o fnals and stable nmning times on Mo
G praals (G maals: FL3H = 189, p o< 00K Fag. Ta, b
as usimally ohserved Inothis sk (Medane eral, 1998 This
sugpested normal leamwing, meolnvation and rexposse indi-
bation i EphAI™Y" and WT mice. Runnag dusation of
EphA™™ animals decreased similarly tham WT amd
EphAYSY linermates om Ceo wriaks, Sarprisingly, and in
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Fig, £ Viseapatal onestsacn. spatial noigabion leaming  aed
memory = 1 I-Ephid kaickan mace a ln the viable plabions iea
of the Mome water mans paradipme. all e peowsps of mice seaqueed
il af mdak Wi i duilanoed e el o ose sl B el e pladfodm
and showed o smalar destease in the swammung disanoe over
copaccetive Eiale b Dunng the 4-day-long Saining priod = the
adaden plaEiam sl of the Momis waiie ma parsdipm. k2 Fphad
ks k-in mice af] i WT linersoies poaguined arelar swimrasg
detpoes o meadh the pladform amd showed 3 simalar decrease over
o Ve Lials f B The ta 4 piobe Lo w el planiorss, s spenil
apnifcanly meee nme & ke mepe quednass companal e the mean
time i ooy quadants regardess of their pracivpe. ***p < (L0

contrast o WT and EphA3™ ", EphAd™™ running times
also signaticantly docrsased om No-Ux trals (Mo-Cio trals
F43 = 408, p - 001, NK g = 0408 Fig. 7a, b indica-
img hecir failuee o refrain themsclves from cusmisg in the
nom-remioncad manway on No-Gio mals. Preserved perfon-
mamces of the EphATS™ swimals om Go trals sagpestald
imtscy motivation o food and efficiens leaming. A
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Tirrsn apant in B Bght bax {8} I
a B 2 BB E

i |
4 I'E

WT EphAl3®l’t EphAJKLE]

Fig, & Asxiety-nelaiod bebavios m 512 Fpad) Enock-in mice. a In the
B bk B tear, [I2-EphAY knockas mice spent e same sl
of hmne (o) oin the light box as their WT BScrmales, b EphtIKLE]
mimuls showed o sipnificasn decrease s e aumber of Mesps ©
miber B hghi box oompared 10 B WT Litwrrakes. ¢ Epat3KLRD
and LpiASKL = mimals thowed 3 endency o a Sscreaad lanmoy
(np e ember the lapht box comparad! to thee WT lillsemales, "p < 0005

discrimination lexming deficit in these mice & umlikely
BNGG AN Iecainsals arg ko b allect csentaally G
rumniig Umes (Meriame @ al, 1, 1908 Ie addicon. their
pecfirmaence im the visiblie and hidden versions of the Mormris
waler maed a5 well as in e viseal ¢la1 wst and opiokindic
eeflex suggests that thelr viswad acuity and visso-spatisl
memiry are comparable 10 those of WT amd J':-|1h-'l.3-m"
hwcrmates. Taken 1ogather, these resalis fanher support the
bppothesis of a defective respomse  inhibaGon in Ehe

Eph A3 animals,

£) Springes
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Fig. T GovNo-Uhn perl ofmanse A

in [3-EpAY knock-in mice 1’-
B Orar the ihwee seswmons. W,
FphaA KL and Fpha JKUK]
et pedmced ihemi e
nasssing lige per sl in the
reimdoreed G mials. b Orver the
there wvurns, WT sl
EphAMEL + mece chow siable
Mehn namming lime in the aos
repndioroed Mo G imials,
o] 1 EphASKLE] 1
littermades, whash also reduced o

..--ﬂ.-

theii fuffifg e o Na o i 3

riads XK *p = 005 ¢ Audiory
170, S0 dE 1o ) o vivesd
ik bkt diaracisds lad b
warnifica wscerases in the c
TaRding: s o o trals of all L
feve pemotypes. Mol That
EphAIRLET mace appeared
shphily moee swnabve v a
vl distiactod than thad
linermades. *p < DS

i I U b I T L] |

T

am-

E“"

Ini principle, this delective behavior coukd be caused By
impaleed stention of mcacased disrection (Baklcy 20045,
To test this posadbality, we repeated the reinforced Go sk,
b adkded] visasl dilashing lighth and suditory {iomeh dis-
teacines, Mice of all genoiypes showed sigmificamily
imcreased runnimg times by reducing their speed in trials
with tones (70 dB 1one: FLIE = 588, p < 005 %) dl
lome: F1I% = 9,18, p<001; Fig. 7ch and Mash lights
(FI1.18 = 9206, p < 00001; Fig Teh compared 1o non-
disirncted trisls, Notahdy, sl EphAT™ mice increased
car rumning tmes whem exposed 0 a fashang Light, {onc
muse atopped 10 look towand the origin of the stimbas)
alihough e difference between EphA3™™ gl WT 1
lermates did not resch simiisiical signaficance (Flash
latgmey: FLIS8 = 117, p =035 Fig. Tek These data
imdicate that 3 Mushimg lighe and lood sones sre elfective
distractors during the Go lask.

Amalysis of reghonal evoncamine kvels

Thee observed defoctive response inhabition in Epha3™™
maie, corresponilimg o an AN phenotypic feafure, could

&) Springer
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7o a8)

—'WT

. EphAIKLY]

= EphAleiys
[ EphAJHUK] ' _' o

il

I-El:lll:l'llfl

e imduced by shnormal calecholamine levels (vam der Kooaj
amdilennos M7, Soatug ol al. 20000 Torestthis possibsling,
we delermined levels of moncamine neurotransmiliers n
haraned aneas o Uhe mase beam, nams by the superiicmal layers
of ihe seperior collicwls (5C), the prefroms) comex, the
strigluemn, the parictal comex amxl the corcbellum, all involved
i attentlonad processes amd pwdor contral (Hamelssein et al,
HEKk Aron and Poldrack 2005, Biedeoman amd Farsone
TS Overtan DEEE Levels of dopamine. adrenaling and
segntonis were nod significantly different between genoiypes
m the five structures siudicd {Fig. 8, Onlme resource 2k In
concrast, the levels of nocadremaline were sigmafbcantly
mcreaseil in the superficial layers of the SC of EphAd™™
compared o their EphAZ™ " and WT liiermates (KW test
P 0 Fags, Ba, 9 The mercass m noradenaling i the
superficial layess of the SC peompled ws (o cxamsine the
expression of receplors, transporiers amd enrymes thal sre
vl i oo sergss melabaohism and assocaated with
anention-deficit diseases (Himselstein et al, 2000, Biedenman
and Farsone 3003 All theee genotypes showed similar
capression of tramsporicrs, metabolic oneymes and down-
siream recoplors of dopamine, noradremaline, adremaline and
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Fig: B Nonoaming
corgerarabinm. 1= wbreled B
regions of 513 EphAt knockin
mace. Radar-plot seprescaliation
of pial Jepoine, e ol
feradicnalifes S serolisin
conaent | meedann values B
of proteins} n B & vepeiiieal
layers of the 5C, b prefrontal
oot & cerchellm, d sl
andl ¢ paneriad coniex. The
mrorddr ful ifee CORKERT Wi
significamtly increased in
wepeifianl 30T Layeds of
EphAIRLRT companed 1o
EphAMKL+ and WT
hneemades. ¥ =0 U0 KW 1860
S0 wspenor collliculs

_WT
- S —— EphA3KI+
Admnaum\/ Serotonin ~— EphAIKIKI
Moradrenaling
parietal corfax

serad canin im (e superficial layers af the SC and in ather brain
regions {Unlme resource 2

IMscmssion

Chr sty provides firs evidence for specific hehavioral
and medecular changes in mice with gonctically alicred
religalopry an the saperin collsalus and  consegpacetly
enhanced vizual inguis. In ihe GoMo-Go task, EphAd™™
maice perfommed sormally on Go misls by Isceeasiag iheir
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rumning speed, b they were completely unable 1o inhibat
their mannang respomss an Mos=Uo tials.

In the light'dark box test, EphA3™™ mice catered the
aversivg Lght hox maong pesdily than contal mese. Ak
gether, our behavioral lesds revealed that Eph T ice
exhibit defective response imhibiliem, a form of impalsiviey.
Ihe ohservation that heteroeygous EphAT™Y" mice hehave
Like WT lislermates im the GoMe-Co task suggests thal a
pructaal ddugdication of e cetana-col L wlar sagyd Booan f al.
JKh} is not sufficient (o trigger delective response imhiki-
con, The observed hehaviorsl changes were remarkably

£) Springes
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Fig. 9 Monoasune comlen i e 8O of 1513 EpkAT kneckan s

Boxplol represcntabion {min, g, medean, g7, san) of bdal a dopa
wale. b adiemaling. ¢ morddre nalise wtd P (e B REmE

specilie, as all ather paradipas tested, namsely visiom, visso-
spatial oremtalbon, semsoringoioe  fusction, maodivation,
learnimg and memosy a well as cxploraiory behavior amd
anxiety were similar in WT, EphAd™" and Ephaate®e
mice. Delective esponss imhabation could be the comsc-
quens of enhancad levels of moradresaling thay we detecrad
in the superficial layers of the SC of EphA®™™™ mice.
Entunced moradrenaline levels in the SC coald alter the
behavior of the EphA3™™ mice by modulating the signal-
lewminisd Eali in Thas structone (Mooncy ¢ al. 19990 Tan e al
1554 and thereby chunging its level of activation {Danmett
ol al. 20000 I hanssters, im vavo and im vileo stodies dem-
oaetrsed & suppeession of collicular meuson fesponse (pon
nixadrenaline application (Mooney et al. 199k Tan cf al
195400, In rate, Sato and Kayama reporied that sontaphoseti-
cally applied moradremsline everts an excilatory action,
imficaling an imcrease of the signal-%=nodse ralie, in acoor-
dance with oar hypothesds (Sao and Kayama 1983) Whe-
ikt neeadeenaling inceeases of decreases the sipnal-ro-nidse
rafio in the superficiz] layers of the 5C is stilll debated.
Huewever, 1 clearly affocts the processing of salicnd stinvuli im
acomiei-apeci i manmee (Sam s Rayama 1963, Moosey
ot al. 1 Tam et al. 196HF),

The inereass i sorabeaaline was spocific 1o the super-
fichal layers of the SO, where the retinotopy Is duplaaied
Moreover., the increase only concemed moradrenaline.
whereas oiber neonoamines mcluding dopansine, serotonis
anid mlrenaline shiwed simdlar comcentrations  for all

&) Springer
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e 1A
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WT  Ephd3Mi+  Ephscsil

of peoacim) @ the wepenficanl layers of the sapemor collicalin (50
showiag igraScant srcirase in soralnonalane i EphAMKIED animialy
pomgased o FphASKLGE aad WT hingrmates *p = DS KW ies1

gematypes and beain negions., The inctease m noradsenaline
aas ml accompamicd by chumpes in iranscripd levels of
genss invalved in mosoamane metsholism, Therefore, we
hypothesize thal the increase of miradrenaline i the
saperiicial Luyers of the SC may be the conscquonioc of the
duplication of the ROGCs projections, which are fusctionsl,
as shown by optical inlnmssc imaging (Tripleit of al. 3R,
Previcus stsdics reveabed that RGO axoss release nor-
adrenaline upon asctivatiom (Osbomne amd Pael [985).
ARernatrvely. the inercase may come [fom o daplication of
projecticons from the foous corrdeas (1O, the major source
of miwadremaline in the brain, 10 the suporticial layers of the
S0 {Takemote e al, 1978 Frisehy e al. 19905, Whehet
LC projections o the 5C are duplicatod is unkniwn as the
enapping of the LO toothe 3C is handered by the small skee
and specific swhanuclei organization of the LC. owever, #
appears pessible given thal coroo-callicular progections
are alio duplicared In the EphAS™™ animals although
projctiag W1 neurons do nod express ectopdc EphAd
{Triplei et 21, 20090, RGCs project 1o different brsins aress,
i huding lateral gendoalate wacleoas (LGN and son-image
fosming struches sach as the saprschlasmstle nuchens
(SN}, the mediz] tepmentsl macleus (VTN or the olivary
prefectal nuclom (OFNL Triplent and colleagues shiva i
msgeting defects ot LGN of I2-Ephald aaipak
(Tripletr e1 al 20080, The =ame groap recemtly demons
strated that among | % of RGOS projecting 1o the SCN
(the intrinsically phatoreooplive BGCs -ipRGCs, 3 % ane
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Isi2-positive and (Bar thewe SCM-arpeting IsI2-positive
RGO only mamsdently inmsrvate tee 50N daring the
developmemt (Triplett et al. 2014) MTN amd OFN also
show insstvation by [12-positlve BOCs & cagly postnatal
stages which is prumed by Po (Triplen e al. 20040 The
behavioral and molecular changes in EphAd™™ mice
imcluding defective respomse inhihition and nosadeenaling
onrichment in the superficial layers of the 5O phonocopy
soang of the sympioms obeerved i ADHD patients, spe-
cifically the adull and peedominamily imatientiveslype
(Barkkey 1997, Arom and Poldmck 2005, Biederman asd
Faraome HE5: Bekker et al. 303: Fisher et al. X11;
American Peychistelc Associstion 20035), These symploms
are also maim feabares of Autism Spectrum Disocder (ASD)
(Mugeay 20000, Oug fendings sappost the hypothesks that
mult ADHATR patients peesent collicalar hyperstimulstion
lewling 1o the appearance of impulsivily and aficnGonal
impalesents (Ovenos 08, Miller 200H; Dopameir @ al,
MR, Aloreover, they are in line with the idea that dys-
regulation of the central morsdrencagic syshems conbbutes
o the patbophysiolgy of ADMD Miadermn and Spencer
155490, Currently, progeess an the etiodogy. diagnosis amd
treatmuent of AIYHD s hindered by the limited nunsber of
axperimental medels. Most of ihe available rodent models
afe sl om bmpaleed moenoanrsmenElc ransmdssion (van der
Boodj and CGlenmon 307, Soatsg et ol 30100 and present
sanme of the phenstypic festares of ADHD patients. Our
finclimggs suggest that FphA ™™ animals may sorve as a new
k] 10 snady ADHID pathology and complenc the Lim-
ited arcemal of ADINADD:relaled experimenial approaches
Lo unsberstand and Grcal these noanopsychologic discases.
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Reversal of theta rhythm flow through intact

hippocampal circuits

Jesse ]:.-rknm'-', Rénddicte Amilhon!, Romain Ehrullﬂnﬁ.l:am]hs!i.fn ott?, Frédéric Manseau!,
Christian Kortleven!, Steven L Bressler® & Sybain Williams!

Actiwity Tlow through the bippocampus is though! 1o mise exclusively lom enidinecicns) excilslony synaplic signaling

feom CAY 12 CAL to the sublcwlum, Theta rhythms are lmpartant fo hippocampal synchronlmtion during epdsodic

mamy proceising: hut, il iv ssiumed thad theta rhythen follow these excilsiony Teedlormard cicuity. To the cosdrary,

wie foumd Thad theda rhythms generafed inthe rat sublcwlum fowed backward to aclively modulste spike timing and loc
netaork fhylhmd is CAL and CA3_ This reveried signaling involied GABAeigic mechanisms. However, when hippocampal
clircuits were physically limied to a lamellar slab, CAZ oulputs synchronized CAL and 1be subboulem esing excitalory
mechkaniims, m predicted by classic hippocampal models. Fimally. analyiis of do wivo recordings revealed 1hat ihis reversed
theta flow was most prominent duing AEM sleep. These dala demonsirate that communication between CAS, CAL and

The subkculam is nob exclutively unidirectional o excilalory and that riversed inhibitory Thata dignaling alis conleibste 1o

intrahippecampal synchrong

The neural circultry of the bippocampus is perhaps one of the most
extensvely studied systems in the bratn'. Hippocsmpal chrcults
have & known role n eplodlc memory lunction® ¥ and serve 3 a
modie system for studying symapiic trans mision and plasiicity at a
result o Bk wiell- ddoss ribed unddirectionall oegaphea ion of e gatory
nesarcd ransmission behween hippocampal subfields’ 7. Both dlassk
asd modern anatombcal shadies have demonstraled the cxcistory
coansionm frem CA S0 CA L and from CA | o the sulsulus’ 7,
Plyysiologioal evidence alen supports this enidirecibonal exciia.
lory reguense, partkularly during hippecampal sharp waves ¥

Theta thythm synchronization between these regions s thought to
e responsible for encoding and rel deval associated with opisodic
memory-t -1 Lithough thets elivibms ane konosm 1o fow o wave
acpos the lomgMudinal (sepfo- temporal)l a1, Jess b known
regarding the cmganizabion of theta syochrony between regions.
Thus, an wndeesl amBing of how hippocaspall saghons comasanicalg
during gheta: relates] brabn dales B paramosn! b unde rlanding
memoey Systeims, [f i betn completely aisisssed rhat all ghivihamic
activity Bows bn aanidirectional mammer [rom CA S throagh CAT to
1he vabioelam. However, the hippocampal network s alio made op
ol a variely of GAlAergk interneurons thal provide a complex pat

tern of conmeciivity that may regalate both forwand and ackwand
et o STVl Btwadn |¢!||_H'|||.v.: T W fousd, A vireo aml in whis,
that theta inthms in (ke subkulum syachronkeed activity 1m CAS,
sugpesling & previously unappeeciated mechanism for long-rasge
|k Falijepocaim pal ©om i nbeal o,

Lispar Pt o P ry, Dimag e Manipd Faabh Llsrsrwt

iy, Mostiial,
arg. Fiares SCsmied for omples Syd s aod Hs e Soepress

RESULTS

T iIndependent hippoampal osclilators

W investigated the dynamics of synchirentmation belween CA S CAL
and sublcalum kn an Bolated hippocampus I8 vitre that comains
an imftacl excitatory. inhibitory network™, We (mt messaned
the spontanecus network aclivity throaghout the tramsverse
kgpocampal axh (rom CAY 1o (ke dsbiculiess wiing slauslansous
wralli-aie local field potential (LFF 4-14 channidki b exfracallular
skngle/muby wnit and whole-cell recosdings (Onling Methods,
Fig: 12 and Supplementary Fig. 1. Pervistenl. gpomanecs: theta
rhythms were generabed im the dstall CAD region and in ihe sabku
lum (mean + s.d = 46+ 1% mange = 1 - %49 Hg Fig. by and
decpeasid bn amplitude towand CA3 (Fig. Db d). The thets power
of the sublular cscillator decreases] as usction of distange from
the subloalum (= 14 hippocampl, F= =007, # < 0001 Fig. 1d
Commpraly, the CAS reglon was lousd o dimulamssanly prasralg a
slower nelwork thythm dmean + s = 19 5 009 Hig range = 1-3 He
Fig. 1b-d}, which Secreased in amplitude as & functions of distance
from CAS (power vervas distance, r = -0.7%, 8 < 0.000: Fig. 1duaeh
Averiged scroat all experiments, the sublcular cscillabor fregquency
was sigmifiantly greater than that of CAS {m = 1M 5 = T5L
Fa 850 10-°% Fige 1oL Even m instances kn wiich the peak LPF fre
i g e B (B wtag il aned CA Y wene shi ar (<005 Hig Lillenent,
16 ol 109 hippocampil there was often & smaller sloser peak visible
WA power specina, Indscarive of a differeat bntrinshe A3 fathm
T dsaasiingkdnl ol iy Trdajlid gy of dlagghy-unbl, midel-usm and

Lt Carada SLapormion s B8 m gl TR B "-l:" 1 iy

S R

ebra e, ol el Ureedin by, b Tork, P o & Conesponaience Phagk]

L PR ] PG LEMIE P 36 Lirwaprnad & o
roeprate, Pocs Baton, Flomids, A P e [
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IFigoars | Tawo indepasdent 1opagraphically
ol il i bt it 1l ik T i CA3
8l A phonsimicioprapt of the irti) 16 wWire ril
hippeszam purs with (e muEchanned hodsizonial
probel Mrwenad (D (e Irardsers anis of Cll
dpth = P00 i, Sobculem (SUB, red] and
A Dbl g Al of SEEoRTE Eid ol

nhe probss, Filled ciechig in CAS, CAL and bhe
Tedafulpm indcale the lkgalcn o sdddgnal
gless wecoach g pipelles. Midsdogcal techons
shawing reconding porsiior Ddarh papint.
possbami ne o) ane shown Delow. Scabe

tar repeesents 1.6 mm. (bl Example LFF
SO ek MECOne Simullanecussly Tiem
Pt Al raing CAY 15 the subiculum wing
a howipantal 18-channsl probs (8 chasnsls
vaedl and gless recoeding pipeties. Gl
wlectrooe reom dings wets made in the most
aninems subdcular snd CAY poddtions (e beft
A fight Specirograrss in &), () Hivlegram of
uh P e Bt de ol o i CA
Figajuserecy bod adi gupmiimeresy mith LFPs

= L0 from 73 eatid. G) Tha fiectisn of
imclial powsr al IRl bequancen Jecranen
% 2 Tunction ol dstance fom The wsbicufum
dlepd and ere baern o ageciial poer al

T340 rE it
AR LPF o CRALEF D

1] 4—L|.
nlﬂw

B e
U e -

= Li®

o SEALER
oz,
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CAf v e W
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it
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wrtoganiud CAT fregueneik decrbade i o fonc o of dhtance fram CAD | bottom). (8} Exsmplé rire LFP data (3. ]-500 HE from P qulstolus

Clogh o CAY [Bobtamd, Ol T croii-coe rdialicn (D01 teitwisen @ ralingnts ehsie o in T bulbisulurn and bl Ben @siradink dhows in & showi g 1h
il phass dhill tomied CAY domeilie 16 A s S5t 1 ythemdd 0 (0 Crinkd-Comal sl |irr Ling e @11 dogsramirl s and s trodin ey, sdnadusl
o pam vty Bl proun masn| (e in gl gnd g werg codbactad ram [8 hgpocampd & 1] rafe pnd s e peasanied oi madan & Lem

postsynaplic podentials in both rogions ws nod sigaificamly diflencnt
Hhan their LEP Bregueney | 1> 0U05; Sepplementacy Fig. La-F), Thisn
the sabkcular network lregeancy was comsistemdly greater than CAS
at the nefwork, synaplis and spiking lovd (Sopplemendary Fig. i gk
Physkally separating the sabsculuss and CAS did not prevent el

Rt in cilbser soghon (o = 6; Supplessestary Fig. 2, indscating 1lha
these regions generaie independent and spatially distributed neural
arig il bomrs, often ot dilferent profereod frequessic.

Compling ansd iynchronization between odcillafors

rewpite the diflegem s illaloe rﬂ.'l.tl.l.'lh.l."a. thede was Clear evidetice
ihwee osclllalon were commmnicstisg. As ihe osdorhinal cortex and
spth o i al angeats Lo 1B hipposampus arg seermed, This commussda-
o mviied be arising from intrinsk hippocamipal circuits. There was
weak, il substsntial, spectral Coherende Botween The subicudun and
CAS (Supplemontary Fig. 31, anda cross-conmod stion lime beg betwoen
LEF oaclllabors of 57 & % ms {Flg. 1), similar io ibe temporal delay
hetween CAL and 043 IBsta thpthma im vive® 425, Hiwgver, IBese
lirvesr sachtbin - fredquency mweasures do nil socursbely assess inlerso s
berween the twio fegions This, the phise-phase couspling between
Aha subkoabam and AL LFF oasillators wan messaneid Lo assew the
high-order mew phase locking statistics {eee Online Mahods and
rels, 20-190 In 85 of %5 experimand . 1B oscillators wen significantby
e cotiplkad, suggeting Comwin ko ation usdig frequency ratiobock
ing (P < 05, Fig. dak and Supplrssemtary Fig. 21 This ratio losking,
[has Bezem desorifeed mramerous times befoee in other sysicens of wealdy
wirtipliad Bbodogical cng llatgerad ™!
n cyches of ome caacillabor (1 CAY eycle b ocour Borosch m gyoles of the
adher owxillaior (3 SUR cvcles, for 123 phuce kecking) and, in a beo
ama illalior sylem, Ihr]lllmlﬂ.lm;n[mhlhnd Ihmulﬁll unldisccthonal
aft Il e iasaal ph.l.u: p-:rll.:lb.lll'\-n:'-:" ExtraccThalar shsgle: it and
multi-unit recordings in the subbculum consisionly sheowed spike
frhise maedulation (SN} om the rising phase of T8 3 jus belose 43
k] imall Trg ooy ratio rogimnes (81 of 95 sigeilic anl eyperimanis

W iths this fewan ol phase s kkng.

Fig- Mo A3 gpriloes were phase locked bo the falling phase of the
suhicilar LFPs (554 43, @1 ol ':l;np-n'l.rnrrlh. P 05 anil o plaasc
with kecal sublosllar spiking (-45 2 217, P < 0001 dillerence im phase
distritastion; Fig. 3hi, demonsrating ¢ ross- osi tllalor (ouplisg al the
ceflubar bevel. Mot surprisingly, 5150 asd LFP phase coupling benween
ang latoen all showed 3 logasithmd docrgaig as g hanglion of 1B
Ireqaency diflference between oscillsiors |Sapplementary Fig. b
Takiem together, our dala sugges that subicular and €A 3 regioas have
inddependent osg illator with disingt propert e, ol svss hromiae asing
oscillator phase locking According to canonical madels of hippo-
ampal circuits, this synchroniznis B peedicoed 1o afibe enlsfcly
Trom unidirectionsl excilsfory sl pats from CAS,

Thee susbicila influsmsce on CAT

The ceosis-correlmion, lime- lags and 518 dats sugged thal perbaps
The masbd ular 1Bt a rbwiBims gusds the istrinsds hippocsmpal dircuils
in AL To quan it atively ssess the origin and diseciionaliny of this
arma- reghom phasg ksking betwoes spikes immlli-unit andidegle unit |
and LPPs, we used an information iheory-hased approach tecakou
late 1B LFIF of¥ect {Bead arf Dagl in which the SI"N betwien the T
im st vormy mved sy hronkeal, similar (o provious mperis '
Cantrary 1o canonial higapaocampal clsguil soded, ssbacular LEFs
wiry maosd phasy locked to the fiture of CAS spiking in 85% ol all
significantly phaelocked experimsents (67 of 211 with a delay of
KR |4 medong-semple §besd, g m 5,004 940 = 107 prestor tham g
Figg- Tol, such that CAY spike phate locking bo the sabicular theta
hythinia win slgnificanly Sl syed (nil sdvanded ) sclan v 1o sibik e
lar spikes {Fig: 20). Likowise, CAY LFPs worg meoad phase losked 1o
thez st history of sublcelir spikisg i 93% (75 of 1) of ol <igailh
gandly rhlhr-ll:-..lnll |:'|.T-|.1i.':r|:r|l.-. (=147 & |5 o, fg w03, Fu k| =
101 g thiin O @i Fig. 2d], such Chat €043 spikii aggain fol bowed
subkoular spikes cven wihen phase locking o ibe endogomoas CAL
fhyehiss {FE. Tdi In eddition, <ross-Cormel ations befwosn suboulas
and CA S multi-smil singhe-umil revordings also consistently praked
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whan shiffing the sabscular gpike trains forwand (75 6 pe) in 3%% of
Wb g nbli antly Conrclaled experinicnle (76 of B Fig. 2e). Alhasigh
srosscorrelsions oflen provide ambigeses information regarding
alipect oial iicned cion s Batwes s oscllalods, disnilaf e delays wiene
presesd s posa all Treguasney ralion ranging Fresn 130 B | Bhergln
providing & clear indicn boem that the subloalar oscillaior was leading
in all plaase-locking sogises (Fig. 2e ). Finally dramges Caucal iy (06C)
analveis alvo conflirmed that the subloulum has a grester infense
on the fubure activity m 083 than CAS has omibe subsoulum | Fig. X0
and Supplementary Fig. 31 Collectively. these reaults support the
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fis = 39 P o 0g01) and an imcresse in CAS LEF peak power
[hET 2 16% reliiive to baseline, ¢ — 295, P - (0] H,;.'h:.'l':l e
anverall spdlis pake in CAY was not alicred by subiular Bmadtivation
(baseline. 108+ 1.5 e procaime, 10.2 2 1% P 005, demonst raling
1kt 1y sulHulum peEmarily irdlicmocs A spalie 1kmning. |5 s
wanars 1By ellos | om CA S pomsisd ol past Bhe wasksoust of subkcular inacli-
vathon, suggesiing it rinsk CA3exciatory collsterals wene undergoing
s fogm of nolwiork plasticity 1Bl was Bring wegeewncd by subidis-
lar sctiviny mnder baseline comditbons [Sapplementary Fig. 4). The
sansg magtivalion prosodiens s CA L redsond the peak pisser ol Ch 3
rhpthimea as expected (29 ® 3% relative tobaselime bty - - 215 F - &x
([LRS Fecovery - 074 & TS Fig. 3d), end redisced CAS spikisg
(Fig. Bbb. but disd modt alter the firing rale, the rhythmikity firing, the
frogeency of tbeia of the peak LEF power in the ssbdoulum (all e
P 0005; Fag. 3d gl CollegiFvely, ihese dlata saguoit Ehat The sl -
lmsignifcantly infloences CA S by mosdulating aned imterfering with
the: endogenods AT plivehime, wiheneis sponlanioss sobvicy in CL3
id not significanly affect spaing and metwork s tivity dynamics in
wibicidam, The lack of CA3 sllucnde in the inlacl projaralios wis
nid a resall of damage 10 CAS cutpans, as clectrical stimulstion of
AR evokiod time b kel spioes im e subicubum ot delays (D040 .
sorrepamilisg T a poly-svnapllc excalory relay Thacagl AL
Sapplomendary Fig. 51 Inexperimenss with CA 1 recordings, subkcular
procsine feduced the Taster theta componcal of the UA L LEPs, and
anbansed the slower shythm, thus polentisting (he coupling from
LA o CAL {Supplementary Fig. 81, G0 reusdvs abso show (hat under
these conditions. the subkulum infeence CA | nsore ihan b reverse
|Smpplementiory Fig. 6} Therofore, (B thota phvthm influcace Irom
the sabicular region appears 1o sctively suppress shytbmic commus:
nialbem Broemn A S04 [,

Although these resulls appsar paradesical. anstomikal evidonar
has sbown (EABAcrgk istemeurons that send Backward projecting
aximns hemigh hi|-|h'~q,.1rnp.l|.,.inuﬂ-.:""”"" Thuis, @ bs preadicied 1kl
(A BAergk meechanisons have a role in this reversed foma of intra
hippacangpal consmunicalion. lndeal in the proicncs of aolpofric
hiamaly mecepdor anlagomisds (120 a0 TRIC 10-30 408 APRL
spentanesus siow (<1 Hal LFF bursts were observed throughout
ke ||i.|~|,'|-:\.m|:|l||-.“. and aperead Teom Bhe subiculum Lo CA3 {w - &
recondings with ik sultichanne peobe Fig. dah Although these
nefwork evenls wory shreer than Eheta Tregug des, they dnglayved
am amplitude topography kel waz nearly identical to that of the
basgdine LFPs in nosmal artilicial cemebrospina Tkl (a8 75F: o= 0%,
P forall canae). The smplgude of LFPx anad ssbboalum- CA M LEF
cross-cornelation wene shol ished by the GARA; anlagoata gabarine
[GEASH 9553, S-HEM, w - 9, 8y — 4%, - 000, Fig 4], dens-
onsirating ikl the network correlation between regions relied an
TeABhergh ramsmbssion Usder spontancois |solaad GABAsegk
comditions (with only DRNOX and AP, spilie timing was sigmill:
caily <ofec sted Belwocn padm of subiculum agd CAY spike smilll-
unit res erdings (1% of 8 b sigmificant pairs o posk lme - 195 £ Hms)
ane wiurs abaod ished by the subsequent bath spgdication of GRS of bica.
sulline [n - B OG0T 2000 jree, OORE £ 0007 posl, f- - 300, P - (0
Fig. 4=l Subsicular ehectrical stimulation {during bath-applied
EONCEE o NP5 eviked synagdic curmenls in A pulsive pyramidal
wllls [n - 3h amd informurons {m ~ 3 that were abolished by bath
application of GIE (1 - &6 cells with GABAergh popomees lemed
fy o AaE P - onsT, Fig. dg-i asd Supphem antary Fig. 7). The lstency
bt wees sinadation amd the peak O A BAcrgic gurmen! woas fouasd 1o he
10=2% ma (Supplementary Fig. 7). To farmher expdone the nature of
i GABAcrgk intcragrion, we oplogesct boally stinulac:d ssbicular
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Figute 4 Feweraod GAS e e e fedf bt an a B e

Raptirns |l Aubes ulom s CAS (B} S SN el =1 T ¥

S, LFPS dlmollisioily rein®sd in #l30 o g i o DHEI+ K8 (02 "
viegh, BRVGX « AP [middial and DR + APE + el BV T £+

GEZ {bottom]. CuC! was aded 12 the bath 'il.'l + ol e 8 ‘_‘%. &, i
ACSF [0 Ciei iR naunen eiabelity during AL, s 5 B I

glutarmatepie Blockass woh DN and AFS iy o

(e, 353 Eapandies s, ard ihown oA it WY 1) 7 T 2 & @ E; E!i

he right, OB Tesp, rigiaiastathe LFP Siodd-
oormalation C0C] for el condsm, BoRlom,
T St Ul -CAS Cross-coneistion value
dor ol emparimaby (5] Medes e madized LFP
arepdriude |Dasedirg SC5F = 1 Tor e sibiculum
£lop and CAZ | battoem ) (& = 3 from B s

G Bubsiculer - CAN ipaRing (op colonedd

drg owrplptad during DHGNE + APE (afl), bt
absplahesd by DMGK + AP+ GET. (0] Spikn
CIDAR-CORTRiaTion paal Eimes for i signidoant
i iments in DHGX & AP (n= 33, 19 rats).
Thee distrirtbon ms Shifted =0 s wnde

N REFYY
“l B e
" L'l_"\‘_' . "';..."

DHOX « APE « GRT

#I

molsied QABAergic conditions. () Geoup data
tad eroid-cormaliion Maairean vilues (A = B,

& rala). [0 AN Exarmgls potative CAS Nunt-
dipiking isterrauran during tuingst injestion fsr
s i g bir BN 0N (S, duning flutimotenpa
lochade |DNGK + APS; prary: ndiddual brisks, g
e el B, B and ahed glutsma engss «

QABA;, bz kpde wit™ SRPESIL (GEE, b, rightl.

Hight C1- irlarmal pasates ol it wirk s e
oo LI did b Pk, dobmiid Curents
i it e it - 70 W (1} Grous data frem

Shres pyrartidal and |hees infemeesm (s @, B o pl .

"T () Citogenatic stimalation {1 0:ma pulses

al & W of pervaltumin cells in fhe subiculum B

moduiated the bming of CAZ spises and network. 1 T g T

wcthity, (k) T LED-troggorect agnlon bastigram in .

CAT S a0 auarpie 304 brial, 11} The preferied H |

naqueracy o CAT LFPL mu linarty related B2 sLR im

She tequeancy of Ere S4B LED stimulstien, sl

Thiy effect was biocked by GEZ (Sepplementany o 3w

Fip. 10 D in | e feom 20 13080 light Sriaks LF® 8
1l Ol

with different Sequences (0= 3 BpOoCamEd,
3 el Dl 808 i padsiled] B MeBan £ S8
P OUDs, P 0L, paised TR

GARAerge noarems in FY-Crg or YGAT-Cre mive while redonding
LFPs and gpdioes in CAS {Fig. 4§ and Omlise Methods) Optical sctiva.
ool GARAengic subkular potworks ol et Trequenics et raised
CAS LFPs and spikos (2 of ¥ proparations; Fig. 4k) conlinming that
LA RAergh sctiviny is imvodved [ ihds peversed form of hipgaocaspal
inlgrsglion. The enlranment of CAS petworks by subicular setivation
{Fig. A} waa abaod ishad by GRE (Supplemsentary Fig. 8). Collectecly.
thwe Foialts wigged (b procnos of § previoady usknewn secha-
nil s For £ posss negion synchronizion usisg G R Aergs: in addsion
Hirwlanai gl s, Efaddcaninadion.

Reduced preparations show classic directionality
These limdings conlradiad currend Lheories roganding 1k dircdtion
of activity flow in hippocampal circuits that predict thal CA % should
inBuene e b ulum 25500 Pephugn this dilference is o mesull of
the wiskeypread v of bippecampal slioes for stusios of wnaptis physi-
alogy. Thus, we created slice-like’ preparatbons s which A3 and
snbaculum s llators were kepd imstact but could onbe intersat through
anhin Lamscdlar pathway connegling CA 308 | -sabiculem, similas 1
a hippocampal lice {Fig. Sa). These preparal s showed significant
aprike ross-gorrelations botween the asbiculum and A3 dn 38 of

m-ll_w;’#m“-

-1 08 O as
Tirmn 1y

=
+ AFE
[evla
=AFY
LN

b T BN » AP« CLE E

M0 gapurimenis, simvilar Lo the intadt hipposampus (F < 003, fotad
agabnit the surrogate dala ae1, Omdine Methods). In contras with the
intst hipy jriis, slice-like preparations showed Crons-corredalioms
in which CA S lod the spilcing in the subioslam imithe magority of cass,
conskbent wilh dlasabcal hippocasnpal circuit models (61%, 17 of 28
cxperimests, ompargd wilk 11% ko inlagt hppes smpus, binopsial
dest g BA P 8% x 1071 Fig. Sb-el Thaas, ik peak of spike cross:
worrdation betwsn reghos was shiled o segative valses [ 7 15 msl
significanly reduced relative o intact hippocamgs {ungabred 1 tesi.
T - 58P - L= LD s Fig- 5b). In addition, the cofnclalion mag-
nibude was increased inkact, 0098 & 00008 slice ke, O L84 2 Q014
fygp = A0 P 7.3 0 10 % Fig. Schand he phase kacking between £243
wriken and CA3 LFPs wan sl bni reasnd in diie- l8ks proparations
(5P Miaraey - B512 =000 3PNy - QM2 2 00T - GL P -HEx
1o Fig. 5di). AN apales [Efied [lhhl lishoed to an earlier frhase al
the subloular o yele in dive-like proparations (Fig. Sek as axpoctod
T e rcas-correation data (Figs 5b) Sabicular spikes did mot
change their SPM to the local subscular of CAY LEPs between the
intact anddice-like preparations (I = Q0] Peri-os dlaion-Lrggensd
histegrams {POTH triggered on CAMLFP peaks sleo showed the
sublgidum leadisg CAY in the isolated hippasiampuis bul showed
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[Pl 5 Shes-like hipeocarmpl st fanmaid
Hiow Friaem CAS 10 e fubscuurs, (i) A g
ol The 4l ice-likd Bigicameal grépaition milh
cufts (dotied liren] made fom 1he seplal and
femporal ends iosand the mid:lppocampes to
Bimin CA3-CAL-sublculsd conmect ity 0o a Thin
il =0.5-1 mm wics | Dy emow], Smile
s Tt in & Mppetimial dise. Represaniatvg
LFP s revslti-ung igdhs Ciming = ihown lor

]
ey i | i

L R L
bhodmzzd

o g e e (s

an irde] {logs e V- like higpooampan d
Hode the cul of phase Tring in the Intsct sl a3 “
Bippscampis and the near in phass fring ‘i
i slicesliie anperiments. [bed]l Hatograms e TR i

SN EPel T ENA0 £ DAL BT N
GO0 kg ), Swirsyrm Erond-oomakit ian valus (£
and G LFP - CAJ agibs phass kgking () in
ardac] {arhilel ared sice: ik Cprayd Rippacamgd.

g mu—. rinc
o 6z b4 a4 I
Ziﬁﬂﬂnnﬂu
Crong-conelaiion peal imes wete shitted from
et B regabeve vabaes in Ere wlice.) i

o ot | pat i el v A0 thee vl e poocampirs (bl Sipdion o pas-cosrelation mami mum bebeepen g0 was inCresid in slioe-d ke o pe i menis (],
EPW berfaben CAZ apikes and CAZ LFPS wrs snCnsassd in & -l o petimenis (@ (o] CA3 ool s Tied eardier in the subeculr thets cpoie in
Sleda-likg hipgotamed (P« 000 Muips's M5, CiicSta 1eciea). Thi gray corv alaied B £he Mol S{ k- i SESINELRE R Subitular Nining el e
3 local st ulad LFPS (hght red Draca]. Tre red lind indeabs whive Sutsular oalt and modl Gkaly o3 Tiie. N e 30 Mppocsmpd; LB aabs fod sloe-likg
it el iFrlaE® i e arreni e B he T o Ahowm if Figaied. 1 and I Only i maats wies fignifizant CAS-SUE torselatar g uid b

[T T ]
wrhEw G e

ha.l.h-

myﬂl

O 2

ardhpsd in Bt &5 @ 16 = 25, (ls e peediniled i miin 2 §.6m. "F < 0001 unidred | Beils.

it fellowing in 1he slice-like preparaibon (Sapplementary Fig. )
Finally, wy freuna 1Bal. in inlact proparations with global GaRAergh
Blackade (GHE & CGPAGRED bo bock GARNG), CAS q’lﬁﬂurl-ﬁu'\-l.ﬂ'p'
Beudl and wynchirosiacd the sebicubam in the majosity of Cangs (o - %
af 11 sigmifant SUECAS paired recordings; Supplementary
Fig. 103, consistent with ik knom feadlorward excilalory conmsa -
Hops, Collegtivgly, thiosg resulis suggest that o substantial GARAergic
s uil e dmit punl s s endogrroem C 8 sy Birvey and melricls
the ability of CAY to synchronize local spiking amd inthsnog down.
sircam CA D and subiculum

i wive correlates of intrshippocampsl oscillaler inberaction:
T tewt whether sisnilar inirahippocasgpal theta dymansios could be
deteuied (m wivo, we megorded LFPs rom Uhe subicubam, CAL and
A3 duging home cage (HU) bwomation, BEM sheep andd exposure
Niva meree] open ficld [$¥ ] ermizenmsent I Fig. 6a amd Online Mobod)
anad granntified theta apochs (1545 ¢ of persistent theta). 1has were
jroviebid Frevem a Doal o 136 I 184 REM deep amad 35 OF gposhain
fourr rane Aversged scro sll thels sistes. CAL LPPs showed 5 peak
freuiency That wins variabde and switched Between detn {3,224 004 He)
anad theta Trequanaies (6% £ 000 el whervas the sublialom con-
staemily produsced thets reguencies {Fig. Sa=cl. The lrequency of
ek coherrmor Between sublulom and CAR [Ehe notwork Tregquen v
wwas el diffewent froem the peeak subscular frequency (002 * 008 M
P 005} and was grestes than the cadigenois CAS freguency (2.2
0 Hae P ol |, simnilar to e wifee data {Fig. 6d). This suggests that
Mhala Iredpicin ¥ womamnlialbom bilwisn foghodn involve feversad
theta flow rather tham sheta frequency CAY oulpsits. [m addition.
i v A exhibited g gioads of dedia fregquendy LEFPs bl 1o
wthsgrvied imvilne [Fig. &) This saleidular-CA Y frequesa v mitvmatch
was larger during home cage behavior (SUBCA S ratko - LT 207,
mcan = v b than dusing REM deep (1.2 £ 005 oF movel OF (1.4 £
.08 {Fig, deb. Hoeevor, high: onder compling between ©AS delia
peaks and subicular thets phise were most promisent during REM
sheep | Fig, ) and sbent during the novel OF {Fig. 6g-1). suggestisg
state-dependenl thela inleragtions betweon regions,

Although the subkuluny showed relaiively dronger theta eacillas
tionathan CAL CAS showed o prominezt diss gamma ompmenl in

the LI spsectruins [Fig. Tas ), as repored peoviounly ™7, asd stroeg
CAvsblgular derw gamama sohommae (Supplemsemtary Fig. 101
Thiss, we ted T snalyads o determsne whether there were
date- and reguuens v-spes il diregtionality imersctions betwoen the
subicubam and CA Y (Fig. 7o and Sopplementary Fig. 130 Averaged
i i afl theee thets states, B7% of gpocha had o mean tbeia GO
sl bem? 1hat was sipenger in the sl ulups —CA R direction 1kan
in the CA Y —saubdoulun d isec1ion (Fig- -1, whereas HENE SRTEEET
dow gamma (20 was stronger in the CA S —ssubjoulum than in the
subiculim =vC A3 direction im BE% of thet s epochs CFige To=0). These
s It a and gamnia G brends werng olmerved i all st es (Fig. Tell
although subrile sate-degendent changes in the degree of GO inila:
encr wore soled. Specilically, the reversed thets G4 was sifonges
during REM {957 £ 0.00 b 1Ban durisg BIC 19,50 2 001 b or v OF
exploration (D31 2002, P < 0008 for each anpabred ries; Fig 70
whereas 1he gamma Frequeny coherenie and gamsa GO Trvn
A 3seubicubiam were fedied duaring REM relative o BIC, suggest-
ing an anlagenid b nelaliemdip Between thets asad ganama leogaensy
baneds [Fig. 7gi. Botably. Saring BEM deop. there was an nxrease
in CA3 and sldcular bt power, o dedrease in CA3 delia power,
am inereass | CAYusbiular bl cohorende. 3 decreass im CAS
sibiciudar gamms cohenence and an inoresse in A3 defva-subioalar
theta woupling (Fige. 68 and 7 and Supplessemtacy Fig- 1], Thes
data complement car in wilro nesulis (Fig. 3 whene imactivation of
A b il baifbed (b U3 netwiosk 1o @ dlower, meose dominan
abelta state Thas. i seemns ikt the prescace of a sirong subscularheta
inthicnec (2 vilrn o chifing REM} ingicises CA X 1Bcla ibypthmis and
#hifts the metwaork as chose as possible to s 111 phase kcking regime.
Whezn theta in b subkulum & rediced (elther via [Bsctivition
i wifrn o Theough bradn slatc changes in viml, the della Troguenir
compoment in CAY b revealed, resuliing from reduced imerierense
feusins Dhye Tasder (bt ehsytlam.

Figally, prelimimary evidenoe saggests thone can be cross- frequanay
directional imensc b, in which gasama ansplitede b CA3 Cam infbs-
ence ke future dynamics of sublculsr thets phase sand. inversely.
subiciar theta gan infleenge the tinsing of CAY gamsna amplitude
[Smpplemeantary Fig. 13). Bowever. a detailed anahads of these crost:
(regaeniy, o - regiomal dynamiss will pegaine Teture caperimeni
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with 3 mone canlrbed 1@k o assess 1he behanvioral ogrelales of
Coip g i et ionn, 1< o B o, 1B Sy milcs OF Dl i i o a mipsel
Commranicalion are nod |y cont rolled thiroagh classisally discrifed
unddipectiomal conmectivity. Instesd, bldbrectional musi-frequency
intersctions. likely <onteol the bevel of state dependent forward
(Cad—ssublculum} or reversed (sabicdlam—+CASF hippocampal
& M nACAlnn 18 Wi,

DISCUSSION

ok isar kon Ddtwisn T AL O AL, &ned daghacilisss B 1eald ol ly
thought to arse from wnidinectional excital ory synaptic Irmsmbsion .
Flerwnien, bty bt isekatind o a mprus slvow i Bebng, S0 i aneous
theta chylhoms bn the subkulum set e temporal dyoamics of net
work activily in CAY, demonsiral ing a previcusly andecribed form
of reversed im: hippocampal tbeta rinthm dgmling. The subiobem
appesnedd to alver the timbeg of O 4 9 apiiclag, and By dolng so nmtricted
CaS peurcn Bring wach thal LEFampliude and spike thythascily was
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suppressed. This diressed population symchncny kel decreases the
conmdlmtion of CAL firing and thesetsy limie the abality of CA Y 10
influence dowmtream CAD apd sabkKubam. The reversed shgealing
was o result, o beast in part. of GaBAergic Influences, 1 socond

ang e with apstomisal work showing bong ramge GABAengic fealback
from CAl/subloadam fo CAS (refs. 21,400 This GABAergk signaling
[eely' el s he Lispe tlmag Bag Ditw i b wabig il ar and CAS splithag,
as AL apiking wiosdd ocur cnly Following the recovery from this
loagg-range bt Although these evsls are comary 1o cwndenm
Ehiinid i rll g SCEIVITY o 1 1he hipgoadipai’, wij ohsidwid th
dhassic form of CAS meediated excitalory synchronkzatson of AL and
wul s m when wie wied hipposampal slie- like projarationm. Finally,
im vive peoandings suggested hal his reverced (eta inflaense oper

ales I the mapority of thela epocks fw vho, and expecially during
REM sheop, to govern the 1kming of theta and spéeing within CA3,
Thene data colbectively sugpest that ira-bippocampal communk

cabion between subregions (an anise from at least bwo independent
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Figere 7 [ rex Bl comman ication bebween regiom using Thels snd gamma rhythens, (o0 Fass dabs {0, 5-40 00 Mel sbowing o bant of gamss
whipthime Coondanabeon berbesen The sabecubim asad CAD, (bl The ral i of gmima power 50 kv regeencess (Thets + Sehad wis Leger @ CAD (il = 16.2,
P 124w 107 () A eoamnpbe GO & pss mam Sor & 3008 epoch of persaten thaln while in the home cage. {d) Thels epoc his Saing HC, REM sleap
arel erplaralban ol sh OF contabetaled 1of ot ral o dhom Dhe changeng GO dyfusiecs a00ead Slabes_ i) Gooup dals thawing Therla GO (1ep] Sl garimd
OL (besinorm) bt all viabis. Each poeal diphciant the mees GO value rom 8 single dela apech, oo all eposin asd anisah wre sbown. () Group daba ds

SUE—+CAT [heta afsd G aiedl ok

dusting REM, HC ard OF [rean 3 foom. s e in Sopplesenby Fig. 110, (g Scatier plot showing

Ihee mngaliive Bnear relabionahip between SUE AT thets GO and CAT—ZUE gamma G scrois vlates, Dals is g am Srom | 36 home cage Theta
wpochn, 1534 REM epocha snd S5 OF spoche. snd pooked feom 4 raty, For | fop left, Pe 42 Pe 3.7« 0005 (HC viree B0M), and §s 2.6, &= 000D0GT
A0 FL M o righl, § = 806, Pa G 1005 (MCBOMD, snd Fa 36, e d, ) ow 1000 (0 verven O ) botiom lefl, Fe 2.2, P 0007 with Bonleoni
v B [MG-BLMY: botiom rght. = 2.8, Ps 0001 (B verss REML =P« 0001, ==F< 001, "F< 005,

N Borianiend (Eroem A3 1o the aabiculum) and roveraed {From the
subiculam &0 CAS) using predominantly excitaiory and inhibeory
e han isms, Tespedlively,

This fem of meversed hippocampal signaling bas likely gone
undocameated for several peasoas, First, hippocampal cirouil imvesai-
Ealiona gommsoaly us hippocampal slicos that sever important istra-
hippocampal conneclions and, as we found. would diminaie the
reversesd form of communicatkon. Secomsd. n wheo hippocampal -cieoult
stuidies rarely regond sctivity similtanesusly (romthe sobiculum, CA]
anad CAL, insteusd focusing oilBser on & subdcular-CA R interastion Al -43
of CALCAL intersc ko™= Inour i wivo LEF daka, the G was
conshileatly greater i the ssbsculast TN | —CA Y directbon than in ke
forward CAMCA L isubiculum direction However, gamena rhytbims
shirmiad the oppoiile diredtion prelenenios, Cofniabenl willh giamma i
CAdeyrnchronizing hippecampal custpats pegiorm® ¥, Thes data sug-
et that CAS provides prisnarily gamesa, rather thas (heta, frequency
aulpuls, Although the in wive GO analysis [Ifhﬂ'pkl suppar for our
bt it Temals, the analysls Jodi ol 16 8o Bocoust injs feam the
wrdlischinal or msdial septunsEhal cosld proviske o Gomemon iming dpnal
i the sublculums and CAS with differem delays, potentially influencing
1 diredlionaliny cogllicicats. Dewpile thee caveals, [he sisnilarities
between oar dn witre and dn vivo dala seggest thal this reversed thela
sigeuling is imsguotant for hippocampal fienction. Fubere experiments
spocifically manipulating i ovivor circuils will by redquined & invest igals
the fanction of this form of commamnikcation and the degree to wiich it
regalalcs hippocampal dynamics i the inles) ankmal,

This reveresd GABAergh signaling spgpears 8o limil and govern the
timing of CAY cell and metwork sctivity. Molshly, previous siudies
using single-ssuron secordings i wive have absown that The spiking

and LFP tisw lags betwoen CAY and CALSUB acour with a simsalas
temporal offset as described by our dn wifro data"™=%, [raring phase
proceision, CAY amd CA ] plage oell sasmblics are phase shifled by
0 s PRAT, Perhaps this reversed signaling ia irvolved in allowing
independent processing of maemonk infesmation in esch region
daring theta related hehavion™™, A1 the local dircuit bevel, further
queesiions arbse. For example. whai role doses CA1 have in relaying
this theta signal back to CAY and to what degree dovs this mecha
mim operate when Uthe Bippocampaos is penturbed by owcilliters in the
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barsed tracing study has dwoson thal baoth pyramsdal oells and isternea
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I& omndlusion, cur data provide (1o the bt of our Epowledge)
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commumication botwoen CA L CA T andd subicalum is nof exshbasiidy
unidirecibonal or excilaiony:

METHODS
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~ Jean-Bastien BOTT

= REORGANISATIONS SYNAPTIQUES DANS
L’HIPPOCAMPE ET RECUPERATION
FONCTIONNELLE APRES LESION DU CORTEX
ENTORHINAL.

La maladie d’Alzheimer est souvent précédée de troubles cognitifs légers (MCI)
associés a la lésion du cortex entorhinal, une région interconnecté avec
'hippocampe. Cependant, un tiers des patients MCI présentent une rémission
cognitive suggérant l'action de mécanismes compensatoires. Ces mécanismes
pourraient étre déficitaires chez les patients porteurs de I'allele APOE4 présentant un
MCI plus agressif.

Par des approches multidisciplinaires chez la Souris, ce travail a démontré que la
Iésion entorhinale induit des déficits comportementaux et une hyperactivité de
I'hippocampe. Or, le bourgeonnement des fibres cholinergique dans I'hippocampe
compense ces déficits. Comme le bourgeonnement cholinergique est inhibé en
présence de 'APOE4, cela pourrait contribuer au déclin cognitif exacerbé de ces
patients.

Par conséquent, l'inhibition de [I'hyperactivité hippocampique chez les 50% de
patients APOE4 représente une alternative prometteuse pour le traitement
symptomatique du MCI.

APOE4 — bourgeonnement cholinergique — maladie d’Alzheimer

Mild Cognitive Impairments (MCI) often precedes Alzheimer’s disease (AD) and is
characterized by the loss of entorhinal neurons leading to a hippocampal
disconnection. However, MCI patients also revert to normal cognition, suggesting
compensatory mechanisms that alter the disease progression. This compensation
may be impaired in patients bearing the APOE4 allele that are more prone to MCI,
present less cognitive reversion and faster transition to AD.

This work in mice, demonstrated that the sprouting of cholinergic fibers compensates
entorhinal lesions through the reduction of the related hippocampal hyperactivity. As
in APOE4 mice the cholinergic sprouting was altered in association with cognitive
impairments, such impaired synaptic compensation may contribute to the faster
cognitive decline of these patients.

Therefore, supporting or mimicking the cholinergic control on hippocampal
hyperactivity may represent a promising alternative therapeutic strategy for APOE4-
carriers.

APOE4 — cholinergic sprouting — Alzheimer’s disease
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