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Préambule

Les cellules gliales, depuis leur découverte en 1858 par Rudolf Virchow (Virchow, 1858), ont
longtemps été considérées comme de simples éléments passifs et structuraux remplissant le
role de ciment entre les neurones. Pourtant, Carl Ludwig Schleich en 1894, supposait déja que
les neurones et les astrocytes puissent interagir, postulant alors que neurones et astrocytes
soient des partenaires. Grace a leur changement de volume, en se rapprochant ou se retirant de
la synapse, les astrocytes représenteraient un mécanisme de contrdle de I’activité neuronale
(Schleich, 1894). Paradoxalement, son postulat était énoncé la méme année que celui de la
doctrine neuronale par Sigmund Exner, qui privilégiait un fonctionnement du cerveau
purement basé sur les échanges entre neurones. Tributaire de leur incapacité a émettre des
potentiels d’actions, le clivage entre cellule excitable (les neurones) et de support (la glie) a
persisté du point de vue de nombreux neuroscientifiques.

Pendant prés d’un siecle, les cellules gliales n’ont que trés peu suscité la curiosité scientifique.
Le regain d’intérét pour les cellules gliales et les astrocytes s’est produit en 1984 lorsque le
groupe allemand d’Helmut Kettenmann, a mis en évidence la présence de récepteurs au
glutamate et au GABA a la surface des astrocytes responsables de leur dépolarisation en
culture (Kettenmann et al., 1984). D¢s lors les astrocytes ne pouvaient plus étre considérés
comme des cellules passives.

Les avancées technologiques favorisées par le développement de I’imagerie calcique, ont
permis de mettre en évidence que les astrocytes répondent au glutamate par des élévations de
la concentration de calcium intracellulaire, ce qui représenta une découverte capitale (Cornell-
Bell et al., 1990). Ces observations ont conduit a une explosion des travaux menés sur les
cellules gliales. Ainsi les astrocytes ont progressivement été réintégrés au coeur du
fonctionnement de la synapse et le postulat de Schleich fut finalement validé par le concept de
la synapse tripartite (Araque et al., 1999). Il est actuellement clairement établi que les cellules
gliales et plus particulierement les astrocytes sont des partenaires indispensables de la
transmission synaptique capables d’en moduler I’activité (Dallérac and Rouach, 2016). Leur
implication cruciale dans le fonctionnement physiologique du cerveau et de la synapse, place
les astrocytes comme des acteurs de premicre ligne dans des maladies neurodégénératives

comme la maladie d’ Alzheimer, ce que nous tenterons de démontrer a travers ce manuscrit.
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Le manuscrit sera composé d’une introduction faisant I’état des connaissances actuelles sur
les propriétés et les fonctions des astrocytes. Puis le rdle des astrocytes au sein des
interactions neurones-glie et les modifications astrocytaires lors de la maladie d’Alzheimer
seront décrits.

Le but de I’introduction sera de fournir un support permettant de comprendre et de discuter les
différents aspects de ce projet de theése. Les différentes parties et thématiques abordées dans

cette introduction ont été choisies en fonction de leur relation avec le projet de thése.

22



Présentation géenérale.

1. Les astrocytes

1.1. Présentation générale.

La glie, qui définit I’ensemble des cellules non neuronales, est principalement constituée
d’astrocytes qui représentent a eux seuls 20 a 40 % de la totalité des cellules du cerveau chez
les mammiferes. Le terme d’astrocyte fut introduit par Michael Von Lenhossek (Lenhossek
M, 1893) en référence a leur forme étoilée. Les astrocytes participent a 1’essentiel des
fonctions du systéme nerveux central (SNC) telles que la régulation du flux sanguin, le
métabolisme énergétique, [’homéostasie ionique et hydrique, la défense immunitaire, la
neurogénese adulte et bien sir la neurotransmission (Zhang & Barres 2010; Oberheim et al.
2012; Sosunov et al. 2014; Khakh & Sofroniew 2015). Il n’est donc pas surprenant qu’en
dépit d’un nom commun, les astrocytes consistent néanmoins en une classe de cellules tres
hétérogenes (Figure 1). Ainsi Rudolf Albert von Koélliker et William Lloyd Andriezen ont
classés les astrocytes en deux classes principales, protoplasmiques et fibreux, localisés dans la
maticre grise et blanche respectivement (Parpura et al., 2012). La majorité des astrocytes du
stratum radiatum de I’hippocampe (qui seront traités dans ce manuscrit) sont des astrocytes
protoplasmiques. Chez les rongeurs, ces astrocytes sont composés d’un soma d’environ 10
um de diamétre qui se diversifie ensuite en 4 a 10 prolongements principaux, puis en
plusieurs centaines voire milliers de prolongements fins plus distaux, qui formeront pour
certains des contacts directs avec les synapses (Khakh and Sofroniew, 2015). Cette
ramification complexe des astrocytes s’organise en un territoire « spongiforme » présentant de
nombreuses interconnections entre les prolongements fins couvrant un diametre de 40 a 60
um pour un volume d’environ 6,6.10* pm’. Ainsi il est estimé qu’un seul astrocyte peut a lui
seul contacter plus de 140 000 synapses au sein de I’hippocampe (Bushong et al., 2002) et

donc probablement coordonner I’activité d’autant de synapses.

Dans cette partie, nous décrirons les caractéristiques astrocytaires ainsi que leurs principales
fonctions intervenant lors du fonctionnement physiologique du cerveau. Puis nous nous
intéresserons plus particulierement aux interactions entre neurones et astrocytes et aux

fonctions plus complexes faisant intervenir la synapse tripartite.
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Les astrocytes
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Figure 1 Morphologie et diversité astrocytaire. (A) Sous-types d’astrocytes. la tanycyte. Ib tanycytes
vasculaire. |l astrocyte radiaire (glie de Bergmann). Il astrocyte marginal. IV astrocyte protoplasmique. V
astrocyte velu. VI astrocyte fibreux. VIl astrocyte péri vasculaire. VIII astrocyte inter laminaire. IX astrocyte
immature. X épendymocyte. Xl cellule du plexus choroide. (Reproduit a partir de Verkhratsky & Butt 2013). (B)
Reconstructions de projections en Z d’astrocytes obtenus par microscopie confocale a partir de différentes
régions du cerveau. Issu d’'un modéle de souris transgéniques exprimant I'enhanced green fluorescent protein

sous le contréle d’un promoteur spécifiquement glial (Emsley and Macklis, 2006).
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Marqueurs astrocytaires et caractéristiques électrophysiologiques.

1.2. Marqueurs astrocytaires et caractéristiques électrophysiologiques.

Si les travaux de recherche portant sur les astrocytes ne se sont développés qu’a partir des
années 1990, la prise en compte de la notion d’hétérogénéité astrocytaire est encore plus
récente. Au-dela d’une morphologie pouvant varier, il s’est avéré que les astrocytes
n’exprimaient pas tous, ou selon des degrés différents, les mémes protéines membranaires et

structurales.

Par exemple la GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), une protéine des filaments
intermédiaires exprimée par les astrocytes, est classiquement utilisée pour identifier les
astrocytes dans le systéme nerveux central. Cependant, des travaux ont mis en évidence que
tous les astrocytes n’exprimaient pas la GFAP et qu’a I’inverse certaines cellules non
astrocytaires pouvaient I’exprimer, comme les cellules souches neuronales de la zone sous-
ventriculaire (Doetsch et al. 1999; Kimelberg 2004; Mishima & Hirase 2010). Il a également
été estimé que le marquage par immunohistochimie de la GFAP ne pouvait révéler, dans les
conditions les plus propices que 15 % du volume d’un astrocyte chez le rongeur (Bushong et
al., 2002). Enfin, les niveaux d’expressions de la GFAP sont variables en fonction des régions
du SNC, du vieillissement et de 1’état physiologique (Khakh and Sofroniew, 2015). Il a donc
¢été nécessaire d’identifier d’autres marqueurs astrocytaires adaptés aux différentes régions,
especes et stades de vieillissement du SNC. Parmi ces autres marqueurs astrocytaires
classiquement utilisés, on trouve : deux autres protéines des filaments intermédiaires, la
vimentine et la nestine (Chiu and Norton, 1982; Kamphuis et al., 2015; Pekny et al., 1999),
une protéine de liaison au calcium S100B (Rickmann and Wolff, 1995), une enzyme
impliquée dans la conversion du glutamate en glutamine, la glutamine synthétase GS
(Martinez-Hernandez et al. 1977), les transporteurs du glutamate GLT-1 et GLAST
(Glutamate Transporter 1 et Glutamate Aspartate Transporter) qui appartiennent aux EAATI
et EAAT2 (Excitatory Amino Acid Transporter 1 & 2 ; Danbolt et al. 1992; Lehre et al.
1995), les connexines 30 et 43 qui sont des protéines des jonctions communicantes (Nagy and
Rash, 2000) et enfin la protéine L1 de la famille des aldéhydes déshydrogénases Aldh1L1 qui
est décrite comme spécifiquement astrocytaire au niveau du SNC, d’expression homogene et
qui permettrait de mettre en évidence la majeure partie de 1’arborisation astrocytaire (Cahoy et

al., 2008; Neymeyer et al., 1997).

A contrario, certaines caractéristiques €lectrophysiologiques des astrocytes sont quant a elles

plus homogenes (Mishima and Hirase, 2010). En effet une propriété électrophysiologique qui
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Les astrocytes

démarque les astrocytes des neurones est d’avoir un potentiel membranaire de repos tres
hyperpolarisé, -70 a -90 mV, proche du potentiel d’équilibre du potassium. Ils présentent
¢galement pour la plupart une faible résistance d’entrée (76 = 7 MQ pour les astrocytes de la
région CA1 de I’hippocampe) due a leur fort couplage via les jonctions gap (D’Ambrosio et
al., 1998) et une relation courant/potentiel linéaire (Bordey et al. 1997). Enfin s’ils possedent
des canaux sodiques dépendants du voltage, leur densité est trop faible au regard de celle des
neurones pour leur permettre d’émettre des potentiels d’action. Toutefois, a I’instar des
neurones, les astrocytes expriment tous les principaux canaux ioniques, récepteurs et

transporteurs aux neurotransmetteurs.

1.3. Propriétés membranaires des astrocytes et acteurs de la signalisation.

Certaines propriétés ¢€lectrophysiologiques astrocytaires ont été énoncées précédemment et
dépendent pour la plupart directement de la répartition des ions de part et d’autre de la
membrane plasmique. Cette répartition est dans 1’ensemble similaire a celle des neurones a
I’exception de I’ion chlorure qui se trouve inversée (Rose, 2010). Ainsi, I’ouverture de canaux
perméables aux ions Cl° se traduira par une sortie de CI” vers I’espace extracellulaire

conduisant a une dépolarisation du potentiel membranaire.

Cette partie abordera les généralités et spécificités relatives aux canaux ioniques, aux
récepteurs aux neurotransmetteurs et aux transporteurs exprimés au niveau de la membrane
astrocytaire. Certains de ces acteurs seront plus amplement décrits en écho aux travaux

présentés dans ce manuscrit.

1.3.1. Canaux ioniques.
Parmi les canaux ioniques exprimés par les astrocytes on retrouve les canaux perméables au

Na', K" et Ca?*, certains canaux non sélectifs et différents canaux anioniques (Tableau 1).

1.3.1.1. Canaux sodiques dépendants du voltage Na.,.
Les canaux sodiques dépendants du voltage (Na,) sont les ¢léments essentiels a 1’excitabilité

¢lectrique et la découverte de leur présence sur des astrocytes en culture se révéla surprenante
(Bevan et al., 1985) puisque les astrocytes étaient décrits comme totalement passifs
¢lectriquement. Leur expression a la surface des astrocytes est régulée développementalement
et il a ét¢ montré sur tranche aigue d’hippocampe de souris que leur expression concerne
90 % des astrocytes a P50 (Bordey et al., 1997). Cependant, comme il a été évoqué
précédemment, leur faible densité estimée a 1 Na, par 10 pum? vs. 100 a 1000 par 10 um? pour

les neurones combinée au potentiel de repos élevé, ne leur permet pas 1’émission de potentiels

26



Propriétes membranaires des astrocytes et acteurs de la signalisation.

d’action en condition physiologique. Le role de ces canaux n’est a I’heure actuelle que
supposé, ils seraient impliqués dans le contrdle de la prolifération, la migration et la
différenciation des cellules gliales ainsi que dans 1’apparition de ’astrogliose (Pappalardo et
al., 2014). Par ailleurs, plusieurs travaux ont démontré que leur expression est
significativement augmentée lors de contexte pathologique. Ainsi, certains astrocytes sont
capables de générer des activités électriques similaires a des potentiels d’action a la suite

d’ischémie cérébrale ou a proximité de foyers épileptiques (O’Connor et al. 1998; Black et al.

2010).
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Tableau 1 Canaux ioniques astrocytaires : localisation et fonctions principales.

Canal ionique

Identité moléculaire

Localisation in situ

Fonction principale

Canaux sodiques

Na 1.1, Na 1.2, & Na 1.3
v v \

Astrocytes in vitro &

Régulation différenciation,

Nav moelle épiniere prolifération et migration (?)
Canaux potassiques
Inward rectifier K. 4.1 (majoritaire) Ubiquitaire Maintien du potentiel
ir K 21.22 23 membranaire ; Tamponnage
ir P e e +
K, 3.1 du K
K.6.1,6.2
Delayed rectifier K,1.1,12,15,1.6 Ubiquitaire Inconnue, probablement

Kp

impliqués dans la régulation
de la prolifération

Rapidly K, 1.4 Hippocampe ; astrocytes Inconnue
inactivating A- in vitro

type K,

Calcium K. 3.1 Cortex Inconnue

activated KC
a

Ca

Indépendant du
voltage

Two-pore domain K sz
TREK1 TREK2

Hippocampe ; bulbe
olfactif ; cervelet ;
neurones & astrocytes

Contribuent au maintien du
potentiel membranaire ;
senseurs et régulateurs de la

TWIK transmission glutamatergique
Canaux L-(Ca 1.2), N-(Ca 2.2), Astrocytes in vitro ; Inconnue
calciques P/Q (Ca 2.1), R(Ca 2.3), expression fonctionnel in
dépendant du T(Ca3 V1) v situ (controversé)
voltage VGCC v
Transient
TRPA1 voir Tableau 3
Receptor Pour TRP C, M, ML, N, P, V/ voir (Nilius & Owsianik 2011)
Potential TRP
Canaux CLC1, CLC2, CLC3 Ubiquitaire Transport des ions CI;
anioniques Régulation du volume

cellulaire

Bestrophine 1

Best-1

Epithélium pigmentaire
rétinien ; neurones
périphériques ; astrocytes
in vitro ; DG & CA1 de
I’hippocampe (souris)

Régulation du volume de
I'épithélium pigmentaire
rétinal (homme) ; libération
de glutamate et GABA au
niveau synaptique ;
régulation de I'activité
synaptique basal et a long
terme

Aquaporines
AQP

AQP4 (majoritaire)
AQP9

AQP4 ubiquitaire

AQP9 astrocytes tronc
cérébral ; cellules
épendimaires ; tanycytes
hypothalamus

Transport de I'eau et
homéostasie hydrique
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1.3.1.2 Canaux potassiques K.
Les canaux potassiques sont probablement les canaux les plus fortement exprimés par les

cellules gliales. Les astrocytes expriment quatre types de canaux potassiques dépendants du
voltage : les inward rectifier K channels (Ki,), delayed rectifier K channels (Kp), rapidly
inactivating A-type channels (Ka) et les calcium-activated K channles (Kc,). Parmi les
canaux potassiques dépendants du voltage, K;4.1 attire particulierement 1’attention des
neuroscientifiques. D une part car il est exclusivement exprimé par les cellules gliales et
participerait aux différentes fonctions de 1’homéostasie potassique, du maintien du potentiel
membranaire et de la recapture du glutamate. D’autre part car son expression se trouve
diminuée dans diverse pathologies du SNC comme 1’épilepsie (Scholl et al. 2009), la maladie
d’Alzheimer (Wilcock et al., 2009), la sclérose latérale amyotrophique (Batavelji¢ et al.,
2012) et d’autres (pour revue voir Olsen et al. 2015).

Les astrocytes expriment ¢galement des canaux potassiques indépendants du voltage. Ils sont
représentés par les two-pore forming channels (Kjp). Cette famille comprend les canaux
TREK-1 & 2 ainsi que TWIK-1 qui ont été identifiés au niveau astrocytaire (Cahoy et al.,
2008; Seifert et al., 2009; Zhou et al., 2009). Les canaux TREK sont activables par de
nombreux facteurs tels que les protons, la température, le stress mécanique ou encore certains
phospholipides et acides gras polyinsaturés. La physiologie des canaux TWIK est moins
connue, mais lorsqu’ils sont adressés a la membrane, ils deviennent des canaux perméables
non sélectifs aux cations monovalents. De nombreux travaux portent sur ces canaux car
TREK-1 serait capable de libérer du glutamate lorsqu’il est activé et TWIK-1 agirait quant a

lui comme un senseur de la transmission glutamatergique (Olsen et al., 2015).

Les canaux potassiques astrocytaires sont également concernés par une diversité d’expression
en fonction des régions du SNC ou ils sont exprimés et participent ainsi a 1’hétérogénéité

astrocytaire (Matyash and Kettenmann, 2009; Verkhratsky and Steinhduser, 2000).

1.3.1.3. Canaux calciques dépendants du voltage VGCCs.
Si leur role supposé de canaux permettant une voie d’entrée privilégié¢ pour le calcium

astrocytaire semble évident, leur expression n’est a I’heure actuelle démontrée qu’in vitro
(MacVicar et al. 1991; Parpura et al. 2011). In situ et in vivo, les différentes observations de
VGCCs ont souvent résulté de la confusion entre astrocytes et cellules NG-2. Ce type de
cellules gliales partagent en effet certaines caractéristiques communes avec les astrocytes et la
mise en €vidence de 1’existence des cellules NG-2 est récente (Akopian et al., 1996). Une

¢tude suggeére néanmoins une augmentation de [’expression des VGCCs au niveau
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d’astrocytes réactifs, et donc 1’apparition de courant induit par ces canaux lors de contextes
pathologiques particuliers comme le status epilepticus induit par injection de pilocarpine (Xu,

et al. 2007).

1.3.1.4. Transient receptor potential channels, TRPs.
Cette section décrira les caractéristiques communes aux canaux TRPs puis une attention

particuliére sera portée au canal TRPA1 au regard de son implication dans ce travail de these.

La superfamille des canaux cationiques TRPs regroupe 28 membres chez les mammiferes (a

I’exception de 27 pour I’homme) subdivisés en sept familles (Tableau 2).

Tableau 2 Les canaux TRPs dans différentes espéces. Les nombres correspondent aux différentes isoformes
de chaque sous-familles (adapté d’aprés Nilius & Owsianik 2011).

Drosophilia  Caenorhabditis Ciona Fugu Danio Mus Homo

melanogaster elegans intestinalis  rubripes rerio musculus sapiens
TRPC 3 3 8 8 8 7 6
TRPM 1 4 2 6 6 8 8
REML 1 9 2 2 3 3
TRPN 1 1 1 - 1 - -
TRPP 1 1 1 4 4 3 3
TRPV 3 5 2 4 4 6 6
TRPA 4 2 4 1 2 1 1
Total 17 17 27 25 27 28 27

Les canaux TRP sont exprimés de facon ubiquitaire sur les membranes cellulaires a
I’exception de la mitochondrie et de I’enveloppe nucléaire. Les différents canaux TRPs
possedent la caractéristique commune d’étre perméables aux cations, afin de permettre dans
certains cas une entrée de calcium depuis le milieu extracellulaire. Leurs fonctions courantes
sont des fonctions sensorielles et de régulation de I’homéostasie ionique. Ainsi, ils peuvent
intervenir dans des fonctions s’étendant de la transduction du golt a la nociception, la
thermoception ainsi que la régulation des entrées de Ca”", Mg*", Na™ et d’osmorégulation

(pour revue voir Nilius & Owsianik 2011).
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Un membre de la famille des TRPs, fort de ses caractéristiques particulieres, s’est révélé étre
important dans la signalisation astrocytaire, le canal TRPA1 (Transient Receptor Channel
Ankyrin-1). Le géne trpal fut originalement cloné a partir de fibroblastes de poumon humain
en 1999 (Jaquemar et al., 1999). TRPA1 fut initialement baptis¢ ANKTMI1 en raison de ses
nombreux domaines de répétition ankyrine (Story et al., 2003). En effet, la particularité
structurale de ce canal, qui le distingue des autres membres de la famille des TRPs, est la
présence de 14 a 19 domaines de répétition ankyrine (qui permettent I’interaction avec le
cytosquelette d’actine notamment) sur la partie N-terminale de la protéine (Figure 2). La
structure de la protéine n’est pas clairement définie, elle serait composée de 6 domaines
transmembranaires (S1 a S6) organisés en homotétraméres, pour un poids moléculaire de 120
- 130 kDa chez ’homme et 110 - 115 kDa chez la souris. Le pore constituant le canal se situe
entre les domaines S5 et S6 et posseéde deux conformations, faiblement ouvert ou largement
ouvert suite a l’activation de TRPAI, ce qui permet au calcium de passer du milieu

extracellulaire au cytoplasme des cellules exprimant TRPA1 (Paulsen et al., 2015).

........... —

Ankyrin repeats Linker Pre-S1°
domain helix |nker

@ St PEEREES
TRP-lrke“ Coiled-coil
domain :r

L xu|eu smd
2 Xi|ey aiod

Sl

Figure 2 Structure de TRPA1. Diagramme linéaire (partie haute) présentant les domaines structuraux majeurs

et diagramme en ruban (partie basse) représentant 3 vues d’une sous-unité TRPA1 (Paulsen et al., 2015)

Actuellement TRPA1 est considéré comme une sorte de senseur activé par différentes formes
de stress (mécanique, métabolique, inflammatoire, etc.) et dont la réponse permettrait
I’intégration de ce stress. Ce canal peut en effet étre activé par une multitude de composés
allant de molécules électrophiles capables d’interactions covalentes avec des cystéines et

lysines de la région pré S1 (comme les allyl isothiocyanate présents dans le wasabi et 1’huile
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de moutarde qui lui valent ainsi le surnom de récepteur au wasabi) a des especes réactives de
I’oxygene en passant par les faibles températures (Tableau 3). Historiquement, ce canal fut
décrit comme un canal nociceptif exprimé dans les neurones sensitifs des ganglions de la
racine dorsale inférieure du nerf vague et trigéminal. Il est également impliqué dans la
transduction des signaux sonores au niveau des cellules ciliées de I’oreille interne ou il joue le

role de mécano-senseur (Nagata et al., 2005).

Au niveau de I’encéphale ’expression de TRPA1 n’a été que trés peu étudiée. Cependant au
niveau du stratum radiatum de 1’hippocampe, son expression semble étre spécifiquement
astrocytaire (Tableau 3). En effet, des preuves fonctionnelles de son expression astrocytaire
ont été apportées grace aux techniques d’imagerie calcique, d’électrophysiologie, d’ARN
interférence et de pharmacologie (Shigetomi et al., 2012a). Une étude récente a mis en
¢vidence la présence de TRPAT1 astrocytaire au niveau de 1’hippocampe de souris sauvages et
transgéniques pour la maladie d’Alzheimer par des techniques de western-blot et

d’immunohistochimie (Lee et al. 2016; cette étude sera détaillée dans la partie 2.3.2).

Les travaux d’Eiji Shigetomi ont permis de mettre en évidence que le canal TRPAI1 est
responsable de 1’apparition d’activités calciques sous membranaires induites par des entrées
de calcium extracellulaire. Ces activités ont été détectées sur des astrocytes (d hippocampe de
rat en culture) exprimant une sonde calcique génétique fluorescente adressée a la membrane
(Lck-GCaMP3). En paralléle, cette méme équipe a mis en évidence I’implication de TRPA1
dans la régulation des niveaux de base du calcium astrocytaire a la fois en culture et sur
tranche aigue d’hippocampe de souris au niveau du stratum radiatum de la région CA1. Enfin
leur travail démontre que I’inhibition pharmacologique du canal et la délétion du gene trpal
(souris trpa]’/ 7) induit une diminution des concentrations de calcium intracellulaire qui est
directement liée a une diminution du transport du GABA par les astrocytes. Cette
dérégulation du transport du GABA a pour conséquence une augmentation du GABA
extracellulaire capable d’inhiber les interneurones du stratum radiatum (Shigetomi et al.,

2012b).

Dans une seconde étude en 2013 (Shigetomi et al., 2013a), le méme laboratoire a mis en
¢vidence un autre role du canal TRPAI astrocytaire. En utilisant la méme sonde (Lck-
GCaMP3), ils ont cette fois-ci montré que I’inhibition de TRPA1 bloque le maintien de la
potentialisation a long terme (LTP, qui consiste en un protocole de stimulation é€lectrique a

haute fréquence des connections synaptiques induisant une réponse post synaptique de plus
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forte amplitude et maintenue dans le temps). L’apport exogéne de D-sérine (un co-agoniste du
récepteur NMDA libéré par les astrocytes) permet de rétablir une LTP classique en dépit de
I’inhibition de TRPAI1. Ceci permet aux auteurs (en complément de mesure des
concentrations de D-sérine extracellulaire) de conclure que les activités calciques induites par
TRPA1 sont directement impliquées dans les libérations de D-sérine nécessaires a
I’établissement et au maintien de la potentialisation a long terme des neurones pyramidaux de

I’hippocampe.

Ces deux ¢études présentent donc une dualité d’effets (Figure 3), puisque dans le premier cas
I’inhibition de TRPAI rendrait les interneurones moins efficaces et par conséquent les
neurones pyramidaux avec qui ils établissent des synapses seraient plus fortement activés (par
levée du frein). Dans le second cas, I’inhibition de TRPA1 empécherait, par manque de D-
serine disponible, le renforcement post synaptique des processus de LTP (qui résulte d’une
activation synaptique artificielle et soutenue, différente d’une activité physiologique basale)
faisant également intervenir les neurones pyramidaux. A ’heure actuelle il apparait donc que
le canal TRPA1 interviendrait dans la régulation des activités synaptiques neuronales en

amont de mécanismes complexes impactant plusieurs cibles.

Shigetomi et al, 2012 Shigetomi et al, 2013

Neurones pyramidaux
]
0,

\ LTP

Neurone pyramidal

/Activité

Interneurone
\ Activit

@ loncalcium @ GABA « D-sérine @ TRPA1 8 GAT-3 @ Récepteur NMDA

Figure 3 Schéma récapitulatif des effets de I'inhibition de TRPA1 selon Shigetomi et al. L’Inhibition de
TRPA1 (1) a pour effet de diminuer le transport du GABA par GAT-3 (2) et I'exces de GABA extracellulaire inhibe
les interneurones, ce qui permet une augmentation de I'activité des neurones pyramidaux avec qui ils établissent
des synapses. L'inhibition de TRPA1 induit également une diminution des libérations de D-sérine (2’) qui induit

une diminution d’efficacité de la LTP.
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Tableau 3 Expression, modulateurs, réles physiologiques et pathologiques des canaux TRPA1. La liste

des ligands et modulateurs de TRPA1 est en réalité beaucoup plus importante et ne cesse de s’agrandir, seuls

les principaux sont listés dans ce tableau. En vert, sont représentés les ligands et modulateurs activateurs, en

rouge, ceux qui inhibent TRPA1 (adapté a partir de Nilius et al. 2012; Fernandes et al. 2012; de Moura et al.

2014).
Expression (rongeurs et humains) Perméabilité au Ligands & modulateurs (+ / -) Pharmacologie &
Ca2+ modulateurs
validé par
publication (+ / -)

Cellules ciliées de l'oreille =110 pS Electrophiles Ca' Na' ...efc AITC (Allyl
interne ; cellules Pce/Prmonovaients  Electrophiles chimiques covalents isothiocyanate)
entérochromaffines ; cellules du  ~59_7,9 Allyl isothiocyanate, cinnamaldéhyde, ~ BayKs644
follicule pileux ; kératinocytes 23 % de la allicine, acroléine, AGTHC T<17°C
:ndifférencié'f ; kérattinocytes de  fraction des , Espéces réactives O,, ROS, RNS, 2%2%3351
a peau ; mélanocytes ; * -
fibroblastes : urothélium ; courants Ca H,S, NO, NOS, O, siRNA et souris
endothélium des artéres Prostaglandines KO
cérébrales et cérébelleuses ; InsP6 o ) La
neurones sensitifs des Non électrophiles lidocaine, propofol, 3+
ganglions de la racine dorsal isoflurane & desflurazrle '?339"0
inférieure du nerf vague et Agoniste canaux Ca type L Ruthenium Red
trigéminal ; fibres nociceptives BayK8644, nifédipine, nimodipine,
C & Ad ; astrocytes nicardipine, nitrendipine
hippocampe (CA1 & DG) Autres caféine (souris), menthol

[faible], Zinc, T<17°C, mécano

activation, PKA

Xanthine like HC 030031

Monoterpénes camphre

Dérivés phtalimides

Dérivés oximes

TRPA1 PIP2

Autres Caféine (humain)
Menthol [forte]
T>39°C

Réles physiologiques

Canalopathie

Autres
implications
pathologiques

Thermoception ; nociception ; mécanoception ;
réponses olfactives ; contraction vessie et colon
(froid) ; motilité gastro-intestinale via libération de
sérotonine ; vasodilatation ; inflammation ;
régulation du rythme circadien ; contréle du
niveau de base de Ca2+ astrocytaire ; libération
de GABA et D-sérine ; régulation de l'activité
synaptique a court et moyen termes

Syndrome douloureux épisodique
familiale (FEPS)

Douleurs
inflammatoires,
hypersensibilité
au froid,
douleurs
mécaniques,
migraines,
cancer du rein,
érythéme, stress
oxydatif,
arthrose,
asthme, maladie
d’Alzheimer
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1.3.1.5. Canaux anioniques.
Les canaux anioniques comprennent plusieurs familles (Verkhratsky and Butt, 2013). Ne

seront détaillés dans cette section que les canaux chlorures (CLC) et les bestrophines.

Les canaux anioniques astrocytaires ne sont que peu décrits, ils semblent cependant intervenir
dans la régulation du volume des astrocytes en réponse a un stress osmotique. Plusieurs types
de canaux chlorures ont été mis en évidence au niveau astrocytaire in vitro, tel que les canaux

CLC-1, 2 et 3. Le canal CLC-2 a également été observé in situ (Kimelberg et al., 2006).

Parmi les canaux anioniques perméables aux ions Cl’, le canal Best-1 (Bestrophine 1) revét un
intérét particulier. bestrophine 1, le géne 1ié a la dystrophie rétinienne vitelliforme quand il est
muté chez 1’homme, code ¢également pour I’expression d’un canal anionique
transmembranaire activé par le Ca’" au niveau astrocytaire et neuronal dans le systéme
nerveux périphérique (Hartzell et al., 2008; Park et al., 2009). Le canal contient un large pore
qui le rend perméable aux grosses molécules telles que le glutamate et le GABA (Lee et al.,
2010b; Park et al.,, 2013). Ce canal a la particularit¢ de s’activer en réponse aux
augmentations cytosoliques de calcium astrocytaire et de permettre en retour une libération de
glutamate et/ou de GABA (Jo et al., 2014; Woo et al., 2012). Bestl est exprimé
majoritairement au niveau des prolongements fins astrocytaires qui sont au contact des
synapses glutamatergiques de I’hippocampe de souris (Park et al., 2013). Des études récentes
ont mis en évidence son implication dans la régulation de I’activité basale de ces synapses
glutamatergiques grace a l’activation des récepteurs NMDA par le glutamate d’origine
astrocytaire (Park et al., 2015) ainsi que dans les déficits de mémorisation chez un modé¢le de
souris transgénique pour la maladie d’Alzheimer (Jo et al., 2014). En effet, dans cette dernicre
¢tude utilisant la souris APPswe/PSENI1dEY, il est démontré que les astrocytes réactifs, a
proximité des plaques amyloides, génerent une sur-production de GABA. Lorsqu’il sera libéré
via Best-1, le GABA induira une diminution de fréquence des EPSC et mEPSC (Excitatoty
post synaptic currents & miniature excitatory post synaptic currents). Cette diminution
d’activité synaptique affecte la capacité d’apprentissage des souris dans des tests
comportementaux faisant intervenir la mémoire spatiale (test de préférence de place

conditionnée et de la piscine de Morris).

1.3.1.6. Aquaporines AQPs.
Les aquaporines sont abondamment exprimées par les astrocytes et sont représentées par onze

membres chez les mammiferes (AQPO a AQP10). En plus de leur perméabilité aux molécules

d’eau, certaines isoformes sont perméables a de petits solutés tels que I'urée et le glycérol.
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Elles sont constituées de quatre sous-unités toujours assemblées en homomeres. Les
aquaporines astrocytaires sont majoritairement retrouvées au niveau du pied péri-vasculaire
(on y retrouve notamment 1I’AQP4 conjointement exprimée avec K;4.1) et sont impliquées
dans la régulation hydrique. Leur activation semble induire le gonflement des astrocytes (par
entrée de molécules d’eau) générant un stress mécanique capable d’activer le canal TRPV4,
ce qui se traduit par une augmentation de I’amplitude des activités calciques astrocytaires
(Mola et al., 2016). L’expression des aquaporines est modifiée dans de nombreux contextes
pathologiques tels que ’épilepsie et la maladie d’Alzheimer (Potokar et al., 2016). En effet,
I’AQP1 est surexprimée au niveau de 1’hippocampe d’un modele de rats épileptiques et dans

le cerveau de patient atteint la maladie d’ Alzheimer (Kim et al., 2009; Pérez et al., 2007).

1.3.2. Récepteurs aux neurotransmetteurs.
Les cellules gliales, et plus particulierement les astrocytes, expriment la méme diversité de

récepteurs aux neurotransmetteurs que les neurones, ce qui leur permet de prendre part
activement a I’activité synaptique. Comme les neurones, les astrocytes expriment donc des

récepteurs métabotropiques et ionotropiques (Figure 4A).
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Figure 4 Récepteurs aux neurotransmetteurs astrocytaires. (A) Liste des récepteurs aux neurotransmetteurs

et neuromodulateurs astrocytaires. (B) Récepteurs métabotropiques et ionotropiques glutamatergiques exprimés

par les astrocytes. Signalisation intracellulaire associée aux récepteurs métabotropiques (gauche) et courants

entrant associés aux différents récepteurs ionotropiques (droite). (Adapté a partir de Verkhratsky & Butt 2013).

1.3.2.1. Récepteurs glutamatergiques.

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur principal du SNC chez les mammiferes. Les

fonctions supérieures telles que 1’apprentissage, la mémorisation et la cognition semblent étre

fortement liées a I’expansion de la transmission glutamatergique (Watkins and Evans, 1981).
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1.3.2.1.1. Récepteurs glutamatergiques ionotropiques.
Ces récepteurs sont subdivisés en 3 classes (Figure 4B). La premicre classe est représentée

par les récepteurs de types AMPA, activés par [’a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
isoxazolepropionate (AMPA). IIs s’assemblent en 4 sous-unités (GluAl a 4) pour former un
canal a cations perméable aux ions Na' et K'. Lorsqu’un récepteur AMPA est dépourvu de la
sous-unit¢ GluA2, il devient alors également perméable au Ca®", ce qui participe a
I’établissement des phénoménes de potentialisation a long terme (Sah and Mahanty, 1998).
Une réorganisation des sous unités AMPA par insertion de sous-unités GluA2 permettra
ensuite de mettre en place les phases de consolidation de la potentialisation a long terme
(Hardt et al., 2013; Morita et al., 2013). Les astrocytes expriment les récepteurs AMPA dans
la plupart des régions du SNC, notamment au sein de I’hippocampe (Martin et al., 1993).

La seconde classe est représentée par les récepteurs au kainate (GluK1 a 5). Cette classe de
récepteur n’a pour le moment quasiment pas €ét€¢ mise en évidence au niveau astrocytaire, sauf
pour les astrocytes du corps calleux (Berger, 1995).

Enfin, la troisiéme classe est portée par les récepteurs de type NMDA activés par I’acide N-
méthyl-D-aspartique (NMDA). 11 a longtemps été supposé que ces récepteurs ne pouvaient
étre exprimés que par les neurones a cause de I’ion Mg®" qui bloque le pore du récepteur. En
effet, il est nécessaire pour les neurones d’étre suffisamment dépolarisés (= -40 mV) pour que
I’ion Mg”" libére le canal. Pensant que les astrocytes ne pouvaient étre aussi fortement
dépolarisés, il a fallu attendre que ce dogme tombe pour que ces récepteurs soient étudiés au
niveau astrocytaire. Toutes les sous-unités (GluN1, N2A-D et N3A, B) sont exprimées par les
astrocytes (Lee et al., 2010a). Les récepteurs NMDA astrogliaux posseédent certaines
particularités par rapport a leurs homologues neuronaux. Premic¢rement, ils sont beaucoup
moins sensibles au blocage par I’ion Mg®". Lorsque les astrocytes sont clampés a -80 mV
I’induction de courants NMDA ne dépend pas du Mg2+ extracellulaire, le blocage par cet ion
ne devient effectif qu’a partir de -120 mV pour les astrocytes (Palygin et al.,, 2011).
Deuxieémement, leur perméabilit¢ au calcium est beaucoup plus faible, avec un ratio
Pca/Pmonovalents = 3 alors qu’il est de 10 pour les neurones (Palygin et al., 2011). Enfin, ils
possédent une pharmacologie différente et ne sont, par exemple, que faiblement sensibles a la
memantine (Palygin et al., 2011). Le role physiologique et I’implication pathologique de ces
récepteurs au niveau astrocytaire n’ont, a ma connaissance, pas été décrits dans la littérature

depuis leur identification.
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1.3.2.1.2. Récepteurs glutamatergiques métabotropiques.
Les astrocytes expriment les récepteurs métabotropiques au glutamate (mGIluR1 a 8)

indépendamment de la région du SNC. Ces récepteurs font partie de la classe des récepteurs a
sept domaines transmembranaires et sont représentés par trois groupes distincts (Figure 4B).
Les récepteurs mGIluR1 & 5 qui font partie du groupe I sont positivement couplés a la
phospholipase C, ce qui lorsqu’ils sont activés va augmenter la concentration d’IP; et donc
conduire 4 une libération de Ca®" par le réticulum endoplasmique. Les groupes IT (mGluR 2 &
3) et III (mGluR4, mGIluR6-8) sont couplés a 1’adénylate cyclase et régulent, quant a eux, la
production d’AMPc. Les astrocytes de 1’hippocampe et du cortex expriment majoritairement
les formes mGIluR3 & mGIuRS5 ce qui permet aux astrocytes de détecter et réguler activement
la transmission synaptique glutamatergique (Panatier and Robitaille, 2016). L’expression
astrocytaire des récepteurs mGIluR3 et mGluRS est régulée développementalement (Cahoy et
al., 2008; Doyle et al., 2008). Celle de mGIluR3 augmente des les premicres semaines
postnatales et ce récepteur est exprimé par environ 80 % des astrocytes de 1’hippocampe a 3
semaines postnatales chez la souris (Sun et al., 2013). mGIuRS suit une tendance inverse et
est exprimé par environ un tiers des astrocytes de 1’hippocampe au méme age (Cai et al.,
2000). Ces récepteurs métabotropiques sont également mis en jeu lors de maladies
neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer. En culture, il a été mis en évidence une
augmentation de la signalisation calcique astrocytaire en présence de concentration
nanomolaire du peptide soluble APB;.4, impliquant une voie de signalisation dépendante de
mGIluRS5 (Lim et al., 2013). En effet, I’inhibition des récepteurs mGluR du groupe I par le
DHPG (dihydroxyphenylglycine) permet de réduire significativement 1’augmentation
d’activité calcique induite par A;.4. L’expression de ce récepteur est ¢galement augmentée
a proximité des plaques séniles dans les cerveaux post mortem de patients atteints de la

maladie d’Alzheimer (Lim et al., 2013).

1.3.2.2. Récepteurs au GABA (y-aminobutyric acidl).
L’équivalent du glutamate pour les synapses inhibitrices est le GABA qui est le

neurotransmetteur inhibiteur principal du SNC. De maniére comparable aux récepteurs
glutamatergiques, il existe deux sous-types de récepteurs gabaergiques, GABAa.c
(ionotropiques) et GABAp (métabotropiques) qui sont exprimés par les astrocytes de
quasiment toutes les régions du SNC (Figure 5). Fonctionnellement, les récepteurs
ionotropiques sont comme pour les neurones, couplés a une conductance chlorure avec pour
les astrocytes une nuance apportée par la concentration intracellulaire élevée des ions

chlorures (35 mM vs. 3-5 mM pour les neurones). En conséquence, 1’ouverture des canaux
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GABA, se traduit par un efflux de Cl” et une dépolarisation cellulaire. L’activation des

récepteurs GABA , inhibe en paralléle les canaux K, facilitant la dépolarisation (Fraser et al.,

1994),

L’activation des récepteurs métabotropiques par les libérations neuronales de GABA
conduira, quant 4 elle, a une libération de Ca®" par les stocks calciques dépendants de I’IPs.
Les récepteurs GABApg astrocytaires sont principalement impliqués dans une forme de
plasticité synaptique appelée la dépression hétérosynaptique (Velez-Fort et al., 2012). Cette
forme de plasticité concerne les synapses dites inactives localisées a proximité des synapses
potentialisées lors de stimulations répétées. Ce phénomene requiert a la fois un mécanisme
dépendant des récepteurs NMDA ainsi qu’une activation locale gabaergique des interneurones
couplée a des libérations d’ATP astrocytaire. Le blocage des augmentations de calcium
dépendantes des récepteurs GABAg astrocytaire inhibe la dépression hétérosynaptique au

niveau de I’hippocampe de rat (Andersson et al., 2007; Serrano et al., 2006).

GABA A astrocyte

GABA, receptor

GABAg receptor

GABA transporter
voltage-gated calcium channel
voltage-gated sodium channel

voltage-gated potassinm channel
Nat/Ca®t exchanger

neuronal GABAergic synapse
(presynapitic and postsynaptic
terminals)

4rSeswe M.

Figure 5 Représentation schématique de la signalisation gabaergique astrocytaire. (Velez-Fort et al., 2012)

En condition pathologique, les dysfonctionnements impliquant la signalisation gabaergique
astrocytaire agissent souvent de concert avec 1’apparition d’astrogliose. Ainsi, la signalisation
gabaergique astrocytaire est impliquée a travers plusieurs €tudes, portant sur différentes
formes d’épilepsie et résulte souvent d’une diminution de cette signalisation ayant pour
conséquence un défaut d’inhibition neuronale favorisant 1’apparition et la propagation
d’activités épileptiques (pour revue voir Robel & Sontheimer 2015). Une étude en 2014 a mis
en évidence que cette signalisation pouvait également étre impactée lors de la maladie

d’Alzheimer (Jo et al., 2014). Ces travaux montrent, chez un mode¢le de souris transgénique
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pour la maladie d’Alzheimer (APPswe/PSEN1dE9) ainsi qu’au niveau de tissus issus de
patients atteints de la pathologie, une augmentation de production de GABA astrocytaire
révélé par immunomarquage du GABA. Cette surproduction de GABA induirait une forte
inhibition neuronale responsable en partie des déficits mnésiques et cognitifs observés chez le
modele de souris transgénique. En effet, I’inhibition de la libération du GABA d’origine
astrocytaire, en bloquant I’expression du canal Best-1 par interférence ARN permet de

restaurer la mémoire spatiale des souris lors du test de la piscine de Morris.

1.3.2.3. Récepteurs purinergiques.
La signalisation purinergique posséde la particularité d’€tre omniprésente et semble prendre

place dans tous les tissus et organes. Cette signalisation, comme nous [’avons décrit
précédemment pour la signalisation mettant en jeu les canaux TRPs, est trés conservée au sein
des especes et semble éEtre utilisée par tous les organismes vivants (Verkhratsky and
Burnstock, 2014). Cette signalisation partage avec TRP une derniere particularité, celle de
senseur des dommages cellulaires par I’intermédiaire du relargage d’ATP qui agit comme un
signal de danger universel pour les cellules. Ainsi, cette fonction est trés importante pour la

régulation de nombreux mécanismes de défense cellulaire comme 1’astrogliose.

On distingue deux grands types de récepteurs au sein de cette famille, les récepteurs a
I’adénosine d’une part et ceux sensibles a I’ATP d’autre part. Les récepteurs a I’adénosine
font partie des récepteurs métabotropiques a sept domaines transmembranaires et sont
subdivisés en quatre classes (Aj, Axa, Ag et Ajz) possédant chacune ses particularités
fonctionnelles et pharmacologiques. L’activation des récepteurs A; et A; exerce un effet
global inhibiteur sur ’activité synaptique par I’intermédiaire de 3 mécanismes : (i) I’inhibition
de ’adénylate cyclase au travers du couplage des récepteurs a la protéine Gy, (ii) I’activation
de canaux K' et (iii) I’inhibition de canaux Ca’" dépendant du voltage (Burnstock et al.,
2011). Les récepteurs Aya et App ont un effet activateur sur 1’activité synaptique. En effet,
leur couplage aux différentes protéines G (Gspolr pour Aza et Ggiy12 pour Asg) a pour
conséquence la stimulation de production d’AMPc (Burnstock et al., 2011). Les astrocytes
expriment tous les types de récepteurs a 1’adénosine et sont impliqués a différents degrés dans

de nombreuses fonctions physiologiques et pathologiques.

11 a ainsi récemment été mis en évidence que le récepteur Aja était impliqué lors de la maladie
d’Alzheimer. Dans cette étude, le laboratoire de Lennart Mucke a décrit une augmentation de

I’expression de ce récepteur au niveau des astrocytes de 1’hippocampe provenant de cerveaux
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post mortem de patients atteints de la maladie (Orr et al., 2015). Cette surexpression du
récepteur A,a induirait une trop forte inhibition synaptique et permettrait d’expliquer en partie
les déficits cognitifs observés pour les patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Dans la
méme ¢étude, ils ont également mis en évidence sur un modele de souris transgénique
exprimant le précurseur de la protéine amyloide (hAPP) que I’élimination génétique du
récepteur A5 permettait de rétablir les performances des souris lors du test de la piscine de

Morris.

Les récepteurs purinergiques sensibles a I’ATP incluent des récepteurs ionotropiques (P2X;.7)
moment du clonage de certains récepteurs qui se sont révélés ne pas étre du type P2Y). Les
récepteurs P2X constituent des canaux cationiques classiques et leur activation conduit a la
création d’un courant dépolarisant principalement porté par les ions Ca** et Na'. Le récepteur
P2X; astrocytaire semble étre impliqué, selon deux études distinctes, dans I’initiation du
clivage de la protéine APP en un fragment neuro-protecteur (SAPPa), ce qui aurait pour effet
de diminuer le nombre de plaques amyloides chez des modeles de souris transgéniques
(Darmellah et al., 2012; Diaz-Hernandez et al., 2012). La premiére étude décrit ce mécanisme
comme la conséquence de 1’activation de P2X5 tandis que la seconde le décrit comme étant la
conséquence de son inhibition. En dépit de certaines contradictions, il est globalement admis
que les récepteurs P2X font partie intégrante du fonctionnement astrocytaire en physiologie et

pathologie.

La seconde classe, celle des récepteurs purinergiques métabotropiques est trés représentée au
niveau astrocytaire, les plus abondants étant les sous-types P2Y » ¢t ¢ (Fields and Burnstock,
2006). Les récepteurs P2Y sont positivement couplés a la phospholipase C (PLC) et leur
activation permet donc une élévation du Ca®’ intracellulaire via les stocks calciques

dépendants de I’'IPs.

Un emballement de I’activité calcique astrocytaire impliquant P2Y; a d’ailleurs été observé au
niveau du cortex somatosensoriel de la souris transgénique pour la maladie d’Alzheimer
APP/PS1-21 (Delekate et al., 2014). Dans cette étude, il a été mis en évidence une
hyperactivité calcique des astrocytes a proximité des plaques amyloides. Cette hyperactivité
est médiée par une transmission purinergique et I’inhibition du récepteur P2Y ainsi que le
découplage des jonctions gaps (afin de bloquer la transmission paracrine de I’ATP)

permettent de normaliser 1’activité calcique astrocytaire. Cette étude place donc la
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signalisation purinergique comme une cible privilégiée des dysfonctions du réseau
astrocytaire observée dans les phases tardives de la maladie d’Alzheimer (cette étude sera

traitée plus en détail dans la partie 2.3.2).

1.3.2.4. Autres types de récepteurs aux neurotransmetteurs.
Les récepteurs les plus classiquement décrits ou les plus fréquemment impliqués dans les

maladies neurodégénératives ont été présentés ci-dessus. Cependant, au regard de leur
implication dans le fonctionnement du SNC et de leur diversité, les astrocytes expriment
pléthore de récepteurs aux neurotransmetteurs. Ainsi, ces cellules sont également impliquées
dans la signalisation adrénergique, acétylcholinergique, glycinergique, sérotoninergique,
dopaminergique et histaminergique. Ils expriment aussi les récepteurs aux :
endocanabinoides, neuropeptides, cytokines, du complément, de la thrombine, des éphrines,
du facteur d’activation plaquettaire et du succinate (pour plus de détails voir Verkhratsky &
Butt 2013). Cette longue liste de modulateurs de ’activité astrocytaire et par extension de
I’activité synaptique, est probablement loin d’étre compléte et sera sans doute amenée a

évoluer encore.

1.3.3. Transporteurs et échangeurs astrocytaires.
1.3.3.1. Transporteurs
Parmi les protéines résidant au niveau membranaire on trouve également les transporteurs

impliqués dans la recapture, le recyclage et les libérations de neurotransmetteurs (Figure 6).

Les astrocytes expriment deux sous-types de transporteurs au glutamate parmi les cingq sous-
types existant, GLT-1 et GLAST. Le transport du glutamate est électrogénique et nécessite
I’import de 3 Na' et la sortie d’un K'. Ainsi, Iactivité des transporteurs au glutamate
astrocytaire est enregistrable par les techniques d’¢électrophysiologie classiques comme le
patch-clamp et se traduit par I’apparition d’un courant entrant. Cette activité des transporteurs
au glutamate concerne la fonction de recapture du glutamate par les astrocytes. En effet, il
n’existe pas de systtme dans le compartiment extracellulaire capable de dégrader le
glutamate. De plus, s’il est présent en trop forte concentration, le glutamate devient toxique et
conduit a la mort neuronale (Tzingounis and Wadiche, 2007; Vandenberg et al., 2013). En
plus d’une simple diffusion passive, le seul moyen de le retirer de 1’espace extracellulaire est
donc la présence de transporteurs. Au-dela du rdle de recapture, il a été montré que la
régulation fine des quantités de glutamate au niveau synaptique peut-étre régulée par GLT-1

(Murphy-Royal et al., 2015). Dans cette étude, le groupe de Stéphane Oliet a Bordeaux a

43



Les astrocytes

montré, grace a la technique du suivi de nanoparticule unique (qui consiste a coupler dans ce
cas GLT-1 avec un quantum dot afin de pouvoir suivre sa diffusion membranaire) que la
diffusion de ce transporteur était fortement diminuée a proximité des synapses
glutamatergiques et dépendante de 1’activité synaptique. Leur hypothése est donc que GLT-1
serait en compétition avec les récepteurs glutamatergiques neuronaux afin de finement réguler
la quantité et le temps de disponibilité du glutamate au niveau synaptique. Cette hypothese
pourrait donc étre en lien avec les diminutions d’expression de GLT-1 observées par
différents groupes dans le cerveau d’animaux transgéniques et de cerveaux de patients atteints
de la maladie d’Alzheimer (Li et al. 1997; Francis 2003; Jacob et al. 2007). Cette diminution
d’expression de GLT-1 participerait aux augmentations de concentration du glutamate

extracellulaire devenant ainsi neurotoxique.

En ce qui concerne le GABA, il existe 4 sous-types de transporteurs GAT-1 a 4 (pour GABA
transporter). Les astrocytes expriment principalement GAT-3 (Conti et al. 2004). Comme
nous I’avons vu dans la partie 1.3.1.4, GAT-3 est impliqué au niveau des synapses de
I’hippocampe dans la régulation de I’activité des interneurones et indirectement des neurones

pyramidaux (Shigetomi et al., 2012b).

On retrouve également exprimés au niveau astrocytaire les transporteurs de la glycine (GlyT),
qui est également un neurotransmetteur inhibiteur, mais peu présent au niveau de I’encéphale
alors qu'il est abondant au sein de la moelle épini¢re (Zafra et al., 1995). Le role de ce
transporteur permettrait de maintenir des concentrations non saturante de glycine afin de
réguler le niveau d’excitabilité de la transmission glutamatergique (Bergeron et al., 1998; Tsai

et al., 2004; Martina et al., 2005).

Les trois types de transporteurs décrits dans cette partie sont associés au co-transport du Na',
ce qui a pour effet d’augmenter la concentration intracellulaire de Na'. Les astrocytes
expriment en plus de ces transporteurs, des échangeurs basés sur I’homéostasie sodique, tels
que les transporteurs Na'/HCO3™ (NBC) qui contribuent & la régulation du pH (Rose, 2010).
Sont également exprimés les transporteurs Na+/K+/Cl- (NKCC) impliqués dans

I’homéostasie potassique extracellulaire (Verkhratsky and Butt, 2013).

1.3.3.2. Echangeur sodium / calcium.
Il sera décrit par la suite I'importance des signalisations sodique et calcique pour les

astrocytes. L’homéostasie de ces deux ions est cruciale et I’astrocyte posséde un outil
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particulier a D’interface de ces deux voies de signalisation, 1’échangeur sodium/calcium

(NCX).

Chez les mammifgres, il existe trois isoformes de ces échangeurs (NCX 1 a 3) qui sont toutes
retrouvées au niveau astrocytaire. Ils sont localisés principalement au niveau de la membrane
des prolongements astrocytaires périsynaptiques recouvrant les synapses excitatrices (Minelli
et al., 2007). Les NCX sont impliqués a la fois dans ’extrusion et I’entrée des ions Ca®" et
Na“ (3 Na pour 1 Ca*") car ces échangeurs possédent deux modes de fonctionnement dits
«normal » et « inverse ». Le choix du mode de fonctionnement est déterminé par le gradient
transmembranaire de Na' et le potentiel membranaire (I’augmentation du Na' et la
dépolarisation favorisent le mode inverse et vice versa). Ainsi, il n’est pas étonnant de
retrouver cet échangeur colocalisé avec GLT-1 et les récepteurs NMDA qui sont tous deux
associés a des mouvements de Na' (Minelli et al., 2007). Toutefois, il a également été
démontré que le mode inverse fonctionne a I’état de repos sur culture d’astrocyte corticaux de
rat (Reyes et al., 2012). Cette méme étude démontre que les NCX permettent, en mode
inverse, de moduler I’exocytose du glutamate astrocytaire.

Les différents transporteurs astrocytaires sont donc des acteurs cruciaux du fonctionnement
physiologique des astrocytes et pourraient potentiellement étre impliqués dans certaines

maladies neurodégénératives.
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Figure 6 Représentation schématique des transporteurs astrocytaires et de leurs fonctions principales. (i)
Pompe sodium/potassium. (ii) Co-transporteur sodium/potassium/chlorure. (iii) Transporteur du glutamate. (iv)
Transporteur du GABA. (v) Canaux sodiques (ENac: canaux sodiques épithéliaux). (vi) Echangeur
sodium/calcium. (vii) Pompe sodium/proton. (viii) Co-transporteur sodium/bicarbonate. (ix) Transporteur
monocarboxylate. (x) Echangeur sodium/calcium mitochondrial. (Adapté a partir de Kirischuk et al. 2012).
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1.3.4. Jonctions communicantes et hémicanaux.
Les astrocytes disposent de nombreux niveaux de régulation de signalisation soutenus par les

canaux ioniques, les récepteurs et les transporteurs qu’ils expriment. S’ajoute a ces premiers
niveaux celui d’un fonctionnement en réseau des astrocytes, on parle du syncytium
astrocytaire. Ce réseau, qui s’organise en différents territoires exclusifs, est porté par la

présence de jonctions communicantes entre les astrocytes.

1.3.4.1. Jonctions communicantes.
Les jonctions communicantes cellulaires de type gap sous-tendent le couplage astrocytaire et

permettent des échanges métabolique et ioniques (Giaume, 2010). Ces jonctions sont formées
par I’apposition de deux connexons. Chaque connexon résulte de I’assemblage de 6 protéines
appelées connexines dont il existe 21 sous-types chez ’homme et 20 chez la souris. Les
connexines 30 (Cx 30) et 43 (Cx 43) sont celles que 1’on retrouve exprimées majoritairement
au niveau astrocytaire chez 1’adulte (pour revue voir Theis & Giaume 2012). Le pore d’un
connexon permet de laisser passer des molécules dont le poids moléculaire n’excede pas 1,5
kDa. Ainsi, peuvent transiter par ce pore des ions et des petites molécules (K*, Ca™", glucose
etc.) mais ¢galement des molécules de signalisation comme le glutamate, ’ATP et I’IP5. Ce
mécanisme permet, par exemple, la redistribution du potassium aprés sa recapture par les
astrocytes (Scemes and Spray, 2012) permettant de préserver I'osmolarité cérébrale. En 2000,
I’identification d’une autre famille de génes codant pour trois protéines nommeées pannexines
(Panx 1 a 3) a complété cette famille de canaux (Panchina et al., 2000). Les pannexines
comme les connexines, peuvent s’assembler en pannexons, également composés de 6
pannexines, et participer a la signalisation paracrine astrocytaire. Comme pour les connexons,
I’ouverture du pore des pannexons est un phénomene qui peut-étre régulé par le calcium

(Giaume et al. 2013).

Le couplage par les jonctions communicantes est un processus dynamique qui est régulé de
différentes manicres, telles que 1’activité neuronale (Marrero and Orkand, 1996),
I’augmentation de la concentration du potassium extracellulaire (Kristian Enkvist and
McCarthy, 2002) ou lors de contextes pathologiques (Mei et al., 2010; Theis and Giaume,
2012). Le groupe de Nathalie Rouach a particulierement étudi¢ la régulation de I’activité
synaptique par la connexine 30 (Pannasch et al., 2014). Au niveau de 1’hippocampe d’une
souche de souris Cx307, la transmission synaptique glutamatergique mesurée par la méthode

du patch-clamp se trouve significativement réduite. La LTP est également moins efficace dans

46



Propriétes membranaires des astrocytes et acteurs de la signalisation.

cette lignée de souris. Cette ¢tude propose que la délétion de la connexine 30 induise une
augmentation de la recapture du glutamate par GLT-1 et par conséquent une transmission
synaptique moins efficace. La délétion de la connexine 30 permettrait aux prolongements
astrocytaires de s’immiscer plus profondément au cceur de la synapse, permettant alors a

GLT-1 (qui est enrichi au niveau de ces prolongements) une recapture aberrante du glutamate.

Récemment, il a été mis en évidence que les connexines et pannexines ne s’organisaient pas
obligatoirement en doublet de connexons et pannexons pour former des jonctions de type gap.
En effet, ces structures peuvent rester a I’état d’hémicanaux, établissant un contact direct entre

le cytosol des cellules et 1’espace extracellulaire.

1.3.4.2. Hémicanaux.
Les hémicanaux les plus représentés au niveau astrocytaire sont compos¢ des connexines 43

et des pannexines 1. Ces éléments forment des pores transmembranaires capables de libérer la
méme gamme de molécules que les jonctions de type gap dans le milieu extracellulaire. Cette
particularité leur confere la capacité d’établir des communications autocrines et paracrines.
Ainsi, leur role physiologique (probablement vaste) intervient par exemple dans la régulation
de la signalisation purinergique durant le développement, la régulation des concentrations de
glucose au niveau de I’hypothalamus, la vision, la régulation de I’activité synaptique et les
phénomenes d’apprentissage et de mémorisation par 1‘intermédiaire de libération de
neurotransmetteurs (pour revue voir Giaume et al. 2013; Cheung et al. 2014; Montero &

Orellana 2015).

Ces différents roles les impliquent en parall¢le dans différentes maladie neurodégénératives
telles que la maladie d’Alzheimer. Des astrocytes en culture en présence du peptide ABs.3s
révelent une augmentation des libérations de glutamate et d’ATP par les hémicanaux formés
par la Cx 43 (Orellana et al., 2011a). Ces libérations de glutamate et d’ATP ont pour effet
I’activation des récepteurs NMDA et P2X; ainsi que I"ouverture des pannexons formés par
Panx1 au niveau neuronal. La conséquence finale de ’activation de ces 3 acteurs serait une
augmentation de la concentration du calcium intracellulaire, conduisant a la mort neuronale et

a la progression de la pathologie.

D’autres études, décrivent une augmentation de [’expression des connexines 30 et 43
astrocytaires dans des modéles de souris transgénique (APPgy/PS14r9) et chez des patients
atteints de formes familiales de la maladie d’Alzheimer (Koulakoff et al., 2012; Mei et al.,

2010). Plus récemment, une étude réalisée sur tranches aigues d’hippocampes de souris, a mis
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en ¢évidence que cette augmentation d’expression n’impactait pas la communication
dépendante des jonctions gap, mais impactait les hémicanaux formés par ces connexines (Yi
et al., 2016). Les hémicanaux constitués de pannexines 1, dans une plus faible mesure, sont
¢galement mis en jeu. L’activité augmentée de ces hémicanaux, en présence de plaques
amyloides, est dépendante des processus inflammatoires et de [’augmentation des
concentrations de calcium astrocytaire. Ces modifications induisent une libération excessive
d’ATP et de glutamate par les astrocytes qui contribuent a augmenter le calcium astrocytaire,
les placant ainsi dans un cercle vicieux. La délétion du géne pour la Cx 43 (APP/PS1 Cx43
KO), permet, dans cette étude, de contrer ces effets et de diminuer les atteintes neuronales

dans ce mod¢le de souris transgénique pour la maladie d’ Alzheimer.

1.4. Signalisation intracellulaire astrocytaire.

1.4.1. La signalisation calcique astrocytaire.
Depuis les travaux d’Ann Cornell-Bell en 1990 et I’avénement de 1’imagerie calcique, il a été

progressivement admis que les astrocytes possédent une forme d’excitabilité particuliere
portée par des variations de la concentration de calcium libre intracellulaire. Les principes

généraux de cette signalisation seront décrits dans cette partie.

1.4.1.1. Les sources du calcium astrocytaire.
L’ion calcium est un second messager ubiquitaire et universel, impliqué, de fait, dans un large

panel de fonctions. Les astrocytes disposent de deux sources de calcium (Figure 7), I'une
extracellulaire considérée comme illimitée de par sa concentration de I’ordre du millimolaire,
la seconde intracellulaire, localisée au niveau du réticulum endoplasmique, avec une
concentration comprise entre 300 et 800 uM pour les astrocytes (Verkhratsky and Butt, 2013).
L’entrée de calcium en provenance du milieu extracellulaire est prise en charge par les canaux
calciques dépendants du voltage, les récepteurs ionotropiques associés a une conductance
calcique, des canaux cationiques de la famille des TRPs, I’échangeur sodium/calcium et des
canaux activés par la déplétion des stocks internes. La libération de calcium a partir du
réticulum passe par 1’activation de deux types de canaux intracellulaires, les récepteurs a I’IP;

et ceux sensibles a la ryanodine (RyR) (Berridge et al., 2003).
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Figure 7 Les différentes sources du calcium astrocytaire. En condition physiologique, I'ouverture des canaux
membranaire ou intracellulaire induit un influx de calcium selon le gradient de concentration. Ces influx de
calcium peuvent activer le réticulum endoplasmique qui libérera a son tour du calcium de fagon importante et
diffuse pouvant conduire a la libération vésiculaire de transmetteurs appelés gliotransmetteurs. La mitochondrie a
la capacité de tamponner le calcium intracellulaire par lintermédiaire d’uniporteur. Il existe dans I'espace
intracellulaire des protéines de liaison du calcium qui régulent également la concentration de calcium libre.
L’échangeur sodium/calcium et la pompe PMCA permettent quant a eux une extrusion du calcium vers le milieu
extracellulaire. Abréviations : CBP calcium binding protein, ER endoplasmic reticulum, GLT glutamate transporter,
GPCR G-protein coupled receptor, LGCC ligand gated ca? channel, NCX Na‘/Ca®* exchanger, PMCA
plasmalemmal Ca®* ATP-ase, RyR ryanodine receptor, SOC store operated Ca®* channel, SOCE store operated
Ca”* entry. Adapté a partir de (Verkhratsky and Butt, 2013).

Ces récepteurs participent a un phénoméne régénératif des mouvements de calcium par
I’intermédiaire d’un processus appelé Ca®" induced Ca*" release (CICR). Les récepteurs de la
ryanodine et de I’IP; sont activés par une augmentation de calcium libre cytosolique qui
exerce alors un rétrocontréle positif sur leur activation et participe ainsi au phénomene
régénératif qui permet la propagation de la signalisation au sein d'une cellule, de proche en
proche (Figure 8). Cependant, lorsque la concentration de calcium devient trop élevée, 1’effet
du calcium inhibe les récepteurs RyR et IP;. Lors de ces contextes d’exces de calcium
intracellulaire, des systémes d’extrusion fonctionnant contre le gradient de concentration du
calcium se mettent en place, comme la pompe PMCA (plasmalemmal Ca’" ATP-ase) et
I’échangeur sodium/calcium (NCX). Au niveau du réticulum la pompe SERCA (sarcoplasmic
reticulum ATP-ase) permet la recapture lors des fortes augmentations de Ca*" (Berridge et al.,
2003). Ainsi, ces différents outils associés aux protéines tampon (telles que les calmodulines)

permettent une régulation fine de la concentration intracellulaire de calcium libre, avec pour
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finalit¢ de restreindre les phénomenes de toxicité en n'ayant de cesse de tamponner, extruder

ou recapter cet ion.

A [Ca™], ~0.0001 mM

InsP, receptors  cytoplasm Ryanodine receptors

ER lumen
Family: Family:
InsP,R1 RyR1 (skeletal muscle)
InsP,R2 Ca™] ~0.5 mM RyR2 (carqiac muscle & brain)
insP.R3 s RyR3 (brain)

[ca™],

Endoplasmic reticulum

Figure 8 Mécanismes régénératif de la propagation du calcium depuis le réticulum endoplasmique. (A)Le
relargage du ca®' depuis le réticulum endoplasmique est relayé par deux acteurs, les récepteurs a I'lP3 et les
récepteurs a la ryanodine. (B) L’activation des récepteurs a I'lP3 et RyR induit une augmentation locale du
calcium qui active en retour les canaux a proximité produisant ainsi une vague régénérative de calcium.
(Verkhratsky and Butt, 2013).

1.4.1.2. Les territoires astrocytaires et la compartimentation de la
signalisation calcique astrocytaire.
Comme il a été décrit dans la partie 1.3.4, les astrocytes via les jonctions de type gap,

s’organisent en syncytium. Cette organisation est mise en jeu lors de la propagation des
vagues calciques dans les astrocytes en culture. Ces vagues calciques représentent une
manifestation particuliere de D’activité¢ calcique astrocytaire, relayée par le mécanisme
régénératif décrit dans la partie précédente et par diffusion d’IP3 et d’ATP (provoquant
¢galement une libération d’IP3) au travers des jonctions gap (Hassinger et al., 1996; Venance
et al.,, 1995). Ces vagues calciques peuvent également étre déclenchées par la stimulation
mécanique du réseau astrocytaire en culture aboutissant a des libérations vésiculaires de
glutamate (Araque et al., 1998a). Les vagues calciques ont longtemps €té considérées comme
un artéfact li¢ a la mise en culture d’astrocytes, jusqu’a leur mise en évidence sur tranche
aigue de cerveau et in vivo (mais de maniere beaucoup plus restreinte spatialement qu’in
vitro) par différents groupes (Fiacco et al., 2009; Nimmerjahn et al., 2009). Une étude en

2011 a décrypté un autre mécanisme de propagation d’événements calciques appelé glissandi
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au niveau de I’hippocampe in vivo (Kuga et al., 2011). Ce phénoméne recrutant
successivement plusieurs astrocytes semble plus rapide qu’in vitro (60 um/s vs. 10-20 um/s in
vitro) et dépend de I’activité neuronale puisque ’apparition des glissandi est totalement abolie
en présence de TTX (tétrodotoxine, inhibiteur des canaux sodiques dépendants du voltage).
Une seconde étude, issue du méme laboratoire la méme année, a décrit en parallele un
mécanisme de synchronisation des activités calciques au niveau du néocortex et de
I’hippocampe in vivo (Sasaki et al., 2011). Dans cette é¢tude, le phénoméne de propagation est
moins évident que dans la précédente puisque les activités calciques des astrocytes sont
synchronisées et semblent apparaitre simultanément au sein de clusters d’astrocytes. Ces
clusters d’activités regroupent entre 2 et 5 astrocytes dispersés sur une centaine de
micrometres (81 £ 45 pum). A la différence des glissandi, cette synchronie est totalement
indépendante de 1’activité neuronale et semble étre médiée par les récepteurs
glutamatergiques métabotropiques astrocytaires. Certains auteurs considérent la synchronie
des activités calciques astrocytaires comme 1’équivalent des vagues calciques retrouvées en
cultures. Il est donc proposé¢ que ce mode de propagation puisse agir comme une
communication inter-astrocytaire capable de réagir, ou non, a [’activit¢é neuronale

environnante.

Ainsi, il a ét¢ mis en évidence une synchronie astrocytaire relayée par les jonctions gap
(constituées de Cx 43) calquée sur la synchronie du réseau neuronal lors d’un contexte
d’activités neuronales épileptiformes (Kékesi et al., 2015). Dans cette étude, cette synchronie
astrocytaire participe a la propagation des activités épileptiques, car son inhibition, lorsque les

jonctions gap sont découplées, diminue la propagation des activités neuronales épileptiformes.

S’il apparait que les activités calciques astrocytaire puissent étre coordonnées au sein d’un
réseau, il existe également une compartimentation des activités calciques au sein d’un

astrocyte unique.

La majorité des études portant sur I’excitabilité calcique astrocytaire s’est, dans un premier
temps, focalisée sur les activités somatiques car elles étaient techniquement accessibles.
Cependant des 1999, le groupe d’Helmut Kettenmann a mis en évidence dans les
prolongements astrocytaires au niveau de la glie de Bergmann, la présence de réponses
calciques évoquées par la stimulation des fibres paralléles (neuronales) survenant de maniére
localisée et indépendamment de I’activité du soma (Grosche et al., 1999). La notion de

microdomaines fonctionnels comme substrat des interactions neurone-glie a émergé de cette
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¢tude. L’hypothése de D’existence de microdomaines fut renforcée par la découverte de
I’organisation du réseau de prolongements fins astrocytaires en domaines indépendants, ne se
recouvrant pas (ou trés peu) (Bushong et al., 2002). En 2002, ces observations structurales
furent corroborées par des données fonctionnelles obtenues en tranche aigue au niveau
d’astrocytes hippocampiques de la région CA/ (Nett et al., 2002). Ce travail représentera une
avancée majeure dans I’étude des activités calciques astrocytaires. D’une part, I’utilisation
détournée de la méthode du patch-clamp pour délivrer un indicateur calcique directement
dans le compartiment intracellulaire d’un astrocyte unique fut une avancée technique majeure,
puisqu’elle permet 1’étude fonctionnelle de I’arborisation astrocytaire a 1’échelle d’une cellule
unique. D’autre part, cette étude venait confirmer 1’existence d’une compartimentation des
activités calciques astrocytaire révélant ainsi une physiologie astrocytaire complexe et

évoluée.

Cependant, il aura fallu attendre une décennie supplémentaire pour que ces activités
compartimentées soient plus amplement investiguées (Di Castro et al., 2011; Panatier et al.,
2011). L’étude des activités calciques dans les prolongements, au travers de différents
travaux, a révélé une activité beaucoup plus fréquente qu’au niveau somatique et trés localisée
(quelques pum), finement régulée et généralement indépendante des activités somatiques

(Figure 9).
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Figure 9 Diversité des activités calciques astrocytaires au niveau de I’hippocampe de souris adultes. (A)
Activités calciques cumulées enregistrées pendant 165 s et révélées par lindicateur calcique Fluo4-AM.
L’intensité, exprimée en unité arbitraire, des activités est plus importante au niveau somatique que dans les
prolongements. (B) Carte de fréquence des activités sur 165 s mesurée pour chaque pixel et exprimée en mHz.
On note qu’a l'inverse des intensités, les fréquences sont beaucoup plus élevées au niveau des prolongements.
(C) Carte spatiotemporelle démontrant que les activités sont asynchrones. (D) Représentation schématique de la

diversité des activités calciques au sein d’'un méme astrocyte. D’apres (Volterra et al., 2014).

A cette diversité de signaux calciques, s’ajoute un second niveau de complexité mis en
¢vidence par le groupe d’Andrea Volterra (Di Castro et al., 2011). Cette étude, a 1’aide de la
technique du chargement d’un indicateur calcique par la pipette de patch-clamp, a mis en
¢vidence 1’existence de deux sous-types d’activités calciques au niveau des prolongements
proximaux de I’arborisation astrocytaire du gyrus denté sur des tranches de cerveau de souris.
Dans cette étude, 1’arborisation proximale d’un astrocyte a été scindée en plusieurs
microdomaines fonctionnels d’1 pm? chacun. Ainsi, un premier type d’activité, nommée
focale, fut décrit. Ces activités sont indépendantes des potentiels d’action, confinées sur
environ 1 a 4,2 um et durent environ 700 ms. Le second type d’activité¢, nommée expanded
(¢tendue), se propage sur plusieurs microdomaines (environ 12,9 um), dure plus longtemps

que les activités focales (environ 3,2 s) et semble étre dépendante des potentiels d’action.

Plus récemment, le développement de sondes génétiques du calcium particulieres (genetically
encoded calcium indicator, GECI) a permis de confirmer cette compartimentation de la
signalisation calcique dans les prolongements fins astrocytaires (Shigetomi et al., 2013b) et a
permis, notamment, de mettre en évidence que ces activité sont nécessaires a la mise en place
des processus de LTP grace aux libérations de D-sérine astrocytaire comme nous 1’avons

décrit précédemment (Shigetomi et al., 2013a).
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La question des acteurs moléculaires impliqués dans la signalisation calcique des
prolongements astrocytaires n’est pour le moment pas clairement élucidée. Le groupe
d’Andrea Volterra propose que l'origine du calcium impliqué dans ces activités soit
principalement intracellulaire en mettant en jeu le récepteur a I’IP5 de type 2 (IPsR2). En effet,
la délétion de ce récepteur entraine la disparition d’environ 80 % des éveénements focaux et
90 % des évenements étendus. A contrario, d’autres auteurs proposent que des entrées de
calcium extracellulaire soient principalement impliquées dans la genése de ces activités. Dans
ces ¢tudes, la déplétion du calcium externe et/ou interne et 1’inhibition de canaux et récepteurs
responsables d’élévations du Ca®" intracellulaire tels que TRPA1 et mGluR, induisent de trés
fortes diminutions des activités calciques au niveau des prolongements astrocytaires
indépendamment des récepteurs a 1’[P; (Shigetomi et al. 2012b; Shigetomi et al. 2013;
Nakayama et al. 2016; Rungta et al. 2016). Une étude de microscopie électronique portant sur
la localisation des stocks calciques astrocytaires propose que les prolongements fins distaux
soient dépourvus de réticulum endoplasmique car trop fins pour permettre a ces organites d'y
étre présents (Patrushev et al.,, 2013). Ces divergences sont cependant probablement
réconciliables, d’une part par des spécificités dues a la localisation des astrocytes (gyrus denté
pour le groupe d’Andrea Volterra et CA/ pour les autres études), et d’autre part, car il n’est
pas impossible que les deux sources de calcium (interne et externe) fonctionnent de concert,
étant donné qu’aucune de ces études n’obtient d’abolition totale des signaux calciques. En
effet, une part d’activité résiduelle persiste malgré les stratégies de délétion génétique et/ou de

déplétion calcique.

Un dernier acteur décrit précédemment possede également les caractéristiques nécessaires
pour I’impliquer dans [D’initiation de ces activités calciques. Il s’agit de 1’échangeur
sodium/calcium NCX. En mode inverse, cet échangeur induit une sortie d’ions Na' et une
entrée de Ca”’. Ainsi, il n’est pas improbable qu’a la suite d’activités neuronales induisant
’ouverture de canaux astrocytaires permettant une entrée de Na' (lors de la recapture du
glutamate par GLT-1 par exemple), ce canal passe en mode inverse pour réguler
I’homéostasie sodique, induisant en retour des entrées de Ca®". Il est également concevable
qu’il soit directement impliqué dans la régulation des activités calciques des prolongements et
que son mode de fonctionnement soit dépendant de sa localisation cellulaire (ce point sera

détaill¢ dans la discussion).

54



Signalisation intracellulaire astrocytaire.

1.4.2. Les autres supports de I'excitabilité astrocytaire.
En paralleéle du calcium, d’autres molécules et seconds messagers sont impliqués dans la

signalisation astrocytaire. Cependant, jusqu’a treés récemment, la majorité des études portaient
sur la signalisation calcique tout en mentionnant I’importance potentielle de la signalisation
sodique et du role particulier de I’AMP cyclique. Cette partie sera en conséquence focalisée
sur la signalisation sodique, aprés un exemple de la mise en jeu de la signalisation utilisant
I’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) qui fonctionne souvent de pair avec la

signalisation calcique.

Par I’intermédiaire des récepteurs métabotropiques couplés aux protéines G, les astrocytes
sont en mesure d’utiliser ’AMPc comme second messager. L’activation de la sous-unité Gy
de ces récepteurs permet de stimuler ’enzyme adenylate cyclase, qui catalyse la conversion

d’ATP en AMPc (Vardjan and Zorec, 2015).

Il a été récemment mis en évidence que 1’activation des récepteurs B-adrénergiques entraine
une augmentation de la concentration d’AMPc induisant la stellation (passage d’une forme
polygonale a une forme étoilée et présentant des prolongements) des astrocytes en culture
(Vardjan et al., 2014). Récemment, il a ét¢ mis en évidence au niveau de 1’hippocampe de
souris des activités calciques oscillatoires (sous forme de pics d’activité calcique successifs a
intervalles réguliers) impliquant le récepteur IP;R2 et ’AMPc (Ujita et al., 2016). Ces
activités oscillatoires semblent &tre favorisées lors de contextes pathologiques, telles que les
activités épileptiformes ou lors de carence énergétique (résultant d’une ischémie cérébrale par
exemple). Ainsi, ’AMPc semble étre impliqué dans un large spectre de fonctions, passant par
des modifications a la fois morphologiques et fonctionnelles concernant I’activité calcique
astrocytaire. On peut donc imaginer que cette signalisation soit importante dés les phases du
développement astrocytaire et jusqu’aux contextes pathologiques (Verkhratsky and Butt,

2013).

La concentration de sodium astrocytaire, comme celle du calcium et d’AMPc, varie de
maniere physiologique suite a D’activation de différents acteurs afin de participer a la
régulation de nombreuses fonctions astrocytaires. La concentration cytosolique au repos de
sodium astrocytaire est plus importante que celle de 1’ion calcium et est estimée a 15 mM
(Rose and Verkhratsky, 2016). Comme pour la signalisation calcique, des vagues sodiques ont
été observées suite a la stimulation ¢électrique d’astrocytes sur tranches aigues d’hippocampes

(Langer and Rose, 2009).
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Les entrées de Na' astrocytaire se font par I’intermédiaire de canaux, transporteurs et
¢changeurs (listés Figure 6). Parmi ces acteurs, les canaux TRPC (1 a 3) qui sont tres
fortement exprimés par les astrocytes permettent une régulation fine de la concentration de
sodium (Golovina, 2005). Grace a leur implication conjointe dans des mécanismes d’entrée
du calcium dépendante des stocks internes et a leur conductance sodique, ces canaux
¢tablissent un lien entre les mouvements de calcium et les entrées de sodium. En effet, la
déplétion de calcium du réticulum endoplasmique entraine 1’activation des canaux TRPC et
par conséquent une augmentation de la concentration du sodium intracellulaire suite a
I’ouverture du canal pouvant étre responsable de libération de glutamate par les astrocytes

(Malarkey et al., 2008; Verkhratsky and Parpura, 2014).

Un autre acteur, présenté précédemment, établit également un lien entre la signalisation
calcique et sodique, 1’échangeur sodium/calcium NCX. Les fluctuations dynamiques entre le
mode normal et inverse de cet échangeur participent a la régulation de la signalisation
calcique et sodique astrocytaire. DG a la forte concentration intracellulaire d’ions Na', le
potentiel d’inversion des NCX est proche du potentiel membranaire de repos astrocytaire.
Ainsi, la recapture du glutamate induit dans un premier temps une entrée de calcium
dépendante des NCX, puis dans un second temps, en réponse a 1’augmentation de Ca®"
intracellulaire, les NCX basculeront en mode normal afin de rétablir le gradient sodique
(Kirischuk et al., 1997). Comme pour le calcium, la stimulation électrique d’afférences
neuronales peut déclencher une augmentation de la concentration de Na', parfois responsable
de la propagation de vagues sodiques au travers des jonctions gap formant le syncytium

astrocytaire en cultures et sur tranches aigues d’hippocampe (Bernardinelli et al., 2004;

Langer et al., 2012).

La signalisation sodique est impliquée dans différentes fonctions physiologiques telles que : la
recapture du glutamate et du GABA qui sont dépendantes du gradient transmembranaire du
sodium, I’homéostasie potassique par I’intermédiaire des co-transporteurs Na'/K'/CI
NKCCl, le soutien métabolique via I’activation Na" dépendante de la pompe Na'/K~ ATPase
qui initie le transport du lactate entre astrocytes et neurones et ¢galement la régulation du pH
intracellulaire puisque la concentration de Na" module directement le systéme de transport

H'/OH/HCOj5™ (pour revue voir Kirischuk et al. 2012; Rose & Verkhratsky 2016).

La signalisation sodique, comme la signalisation calcique, semble donc idéalement placée

pour coordonner I’activit¢é neuronale et astrocytaire, particulicrement au niveau des
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prolongements périsynaptiques astrocytaires ou les acteurs de cette signalisation sont localisés

préférentiellement.

1.5. Principales fonctions astrocytaires.

Les fonctions astrocytaires englobent un large spectre de régulations homéostatiques et de
maintien de la physiologie du SNC. Certaines de ces fonctions primordiales, mais ¢loignées

des travaux présentés dans ce manuscrit, ne seront qu’évoquées dans cette sous-partie.

1.5.1. Neurogénése et gliogénése.
Trés tot au cours du développement embryonnaire, les cellules neuroépithéliales se

différencient en cellule de la glie radiaire. Les cellules de la glie radiaire sont 1’élément
central de la neurogénese puisqu’elles jouent le role de progéniteurs neuronaux, donnant
naissance aux neurones, astrocytes, oligodendrocytes et cellules épendymales (Rakic, 2003).
Le processus de neurogénese est régulé par des vagues calciques spontanées au niveau de la
glie radiaire. Les neurones nouvellement formés migreront le long de la glie radiaire dans

I'épaisseur du tube neural (Weissman et al., 2004).

La gliogénése démarre plus tard lors du développement embryonnaire et se poursuit lors des
premiers jours apres la naissance chez les rongeurs. Les astrocytes dérivent, a la fois des
progéniteurs et de la glie radiaire qui générera les astrocytes par division asymétrique apres la

migration neuronale (Verkhratsky and Butt, 2013).

Chez de nombreux vertébrés, la neurogénese perdure a I’age adulte mais se trouve restreinte a
la zone sous ventriculaire (SVZ) et au niveau du gyrus denté de I’hippocampe. Les cellules
souches de la SVZ et du gyrus denté produisent également des astrocytes (Ming and Song,

2011).

Les astrocytes, et la glie au sens large, remplissent donc tres tot des fonctions primordiales,

qui les placent comme des €léments essentiaux du développement du systeéme nerveux central.

1.5.2. Genése, maintien et élimination des synapses.
Au cours de la vie, les synapses sont en permanence créées, renforcées, affaiblies et

¢liminées. Lorsque des synapses sont formées, les astrocytes contrdlent leur maturation a
travers différents systémes de signalisation (pour revue voir Eroglu & Barres 2010 et Tableau
4). Sur les modéles de cultures neuronales, la présence d’astrocytes augmente la réponse post-
synaptique en augmentant le nombre de récepteurs post-synaptiques. A 1’inverse, 1’absence

d’astrocytes diminue le nombre de synapses (Nishida and Okabe, 2007). Dans des mode¢les
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plus intégrés de tranche de cerveau, il a également été décrit des phénomenes de régulation de
plasticité synaptique. Par exemple, durant la lactation, les astrocytes du noyau supraoptique de
I’hypothalamus ont tendance a se retirer des synapses pour permettre la formation de
nouvelles synapses. A la fin de la période de lactation, les astrocytes envahiront de nouveau
les synapses afin de participer a I’élimination des synapses qui ne seront plus stimulées (Piet

et al., 2002).

Plus récemment, une étude a révélé 1’aspect dynamique de la motilité des prolongements
périsynaptiques astrocytaires (Bernardinelli et al., 2014a). Cette ¢tude démontre, en mesurant
un index de motilité des prolongements astrocytaires, que [’activité synaptique (induite
pharmacologiquement, ¢électriquement ou lors de protocoles de LTP) favorise le recouvrement
des synapses par les astrocytes sur tranches organotypiques d’hippocampe. A contrario son
inhibition par la TTX tend a diminuer 1’index de motilité¢ des prolongements astrocytaires.
Cette motilité¢ des prolongements est dépendante des récepteurs astrocytaires mGIluR1 et 5
ainsi que de l’activité calcique astrocytaire. Cette étude démontre également un corrélat
physiologique in vivo de cette motilité astrocytaire. En effet, I’index de motilité¢ augmente au
niveau des synapses du cortex somatosensoriel a la suite de stimulations mécaniques des
vibrisses de souris. Cette étude conclue que cette motilité des prolongements astrocytaires,
permet une stabilisation des synapses fortement sollicitées, afin de rendre la transmission

synaptique plus efficace.

Tableau 4 Facteurs gliaux contrélant le développement synaptique. Abréviations: TSP thrombospondin,
PKC protein kinase C, TGF- transforming growth factor 8, FIG-1 Factor induced gene 1, UNC-6 netrin. D’apres
(Eroglu and Barres, 2010).

Glia type Signal type Signal Action
Rat astrocyte  Secreted TSP1, T8P2, TSP3, TSP4 and TSPS Induce excitatory synapse formation (but synapses are postsynaptically silent, owingto a
lack of AMPA receptors)*#2
Unknown Induces excitatory synapse formation (and synapses are postsynaptically active, given the
presence of AMPA receptors at the synapse)
Unknown Induces inhibitory synapse formation and neurite outgrowth by activating TrkB signalling
in neurons*®%°
Cholesterol and apolipoprotein E Enhance synaptic function® by facilitating presynaptic release® and dendritic
maturation®®
D-Serine Controls activity dependence of long-term potentiation and long-term depression®®
Cellsurface  Unknown, possibility integrins Regulates synaptic receptivity of embryonic neurons® in response to contact-dependent
(PKC-signalling dependent) astrocyte signals®
y-Protocadherins Facilitate correct execution of excitatory and inhibitory synaptogenesis™
Frog Schwann Secreted TGF-p Induces neuromuscular junction formation®
cell
Unidentified low-molecular-mass Enhances synaptic activity at the neuromuscular junction®
molecule (not ATP or glutamate)
C elegansglia Secreted FIG-1 Regulates sensory organ formation and function®'
Cellsurface  UNC-6 (also known as netrin) Instructs axonal growth and presynaptic assembly®
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1.5.3. Barriére hémato-encéphalique.
Le SNC est isol¢é du reste de l'organisme par une série de barrieres qui régulent

dynamiquement les molécules et solutés pouvant diffuser depuis le sang vers le SNC et vice
versa. L’une de ces barrieres, appelée la barriére hémato-encéphalique (BHE), régule les
échanges entre les vaisseaux sanguins intracérébraux et le parenchyme cérébral. Elle est
formée par des jonctions serrées entre les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et les
pieds périvasculaires astrocytaires qui enveloppent la paroi capillaire. Cette barriére existe
dans tout le SNC a I’exception des organes circumventriculaires, de la neurohypophyse, la
glande pinéale, les organes subfornicaux et la lame terminale qui sont impliqués dans la
neurosécrétion endocrine et ne nécessite donc pas d’étre isolé du reste de l’organisme

(Verkhratsky and Butt, 2013).

La membrane des pieds périvasculaires astrocytaire peut étre considérée comme un
compartiment spécialisé puisqu’elle est enrichie en canaux potassiques (Kj 4.1) et en
aquaporines (AQP4 principalement) qui sont importants pour [’homéostasie potassique et
hydrique au niveau de la BHE. Les activités calciques au niveau des pieds périvasculaires
astrocytaires semblent également étre indépendantes du reste des activités de 1’arborisation et

du soma des astrocytes (Shigetomi et al., 2013b).

Il semble que chaque astrocyte participe a la formation de la BHE par I’intermédiaire d’au
moins un pied périvasculaire astrocytaire, établissant ainsi 1’unité vasculaire neurogliale
nécessaire aux échanges métaboliques (Mathiisen et al., 2010). Les astrocytes participent
aussi a la régulation du tonus vasculaire afin de lier les besoins métaboliques a la circulation

sanguine locale (couplage neurométabollique).

1.5.4. Support énergétique et métabolique.
Bien que représentant seulement 2 % du poids du corps humain, le cerveau consomme

environ 20 % du glucose et de ’oxygéne, qu’il puise dans la circulation sanguine. Le glucose
traverse la BHE par le biais de transporteurs du glucose (GLUT) exprimés par les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins. Une fois dans 1’espace extracellulaire, il est recapté par
les neurones et les astrocytes, exprimant tous deux les transporteurs GLUT. Les neurones
consomment 90 % de I’énergie mais la recapture du glucose est équivalente dans les deux
types cellulaires. Les astrocytes servent ensuite de « support métabolique » aux neurones via
le cycle du lactate. Aprés recapture, le glucose est transformé en pyruvate puis en lactate,
grace a la glycolyse. Le lactate est alors transféré au niveau neuronal, ou il entrera dans le

cycle tricarboxylique afin de fournir de I’ATP, principal substrat énergétique impliqué dans
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les fonctions neuronales (Figure 10) (Pellerin, 2010; Tsacopoulos and Magistretti, 1996).
Lors d’activités neuronales les besoins énergétiques augmentent, induisant une augmentation
du débit sanguin cérébral. Ce phénoméne de couplage entre 1’activité neuronale et le flux
sanguin est qualifi¢ d’hyperhémie fonctionnelle et est controlé par les astrocytes par

I’intermédiaire des pieds périvasculaires astrocytaires.
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Figure 10 Couplage énergétique entre astrocytes et neurones. Représentation schématique de la recapture
du glucose et de la glycolyse dans les astrocytes et les neurones. Le glucose est transporté dans le milieu
intracellulaire grace aux transporteurs GLUT3 dans les neurones et GLUT1 dans les astrocytes. Le glucose entre
alors dans le cycle de la glycolyse. Au niveau de I'astrocyte, la glycolyse permet de libérer du lactate dans le
milieu extracellulaire (via I'action des transporteurs MCT1 et 4). Le lactate est recapté par le neurone via I'action
des transporteurs MCT2. Celui-ci est transformé en pyruvate via I'action de la LDH1 et sert alors de substrat
énergétique au neurone. MCT : monocarboxylate transporter, LDH : lactate dehydrogenase. D’aprés Pellerin
2010.

1.5.5. Homéostasie ionique et régulation de I'osmolarité.
Outre la régulation du métabolisme énergétique, les astrocytes sont impliqués dans le

maintien de ’homéostasie ionique, grace a I’expression de différents transporteurs et canaux
ioniques (pour revue voir Simard & Nedergaard 2004). Le controle de la concentration
ionique extracellulaire est primordial car toute modification affecte les propriétés
membranaires et donc 1’excitabilité des cellules. Le potassium est particulierement concerné
car sa concentration extracellulaire peut doubler localement lors d’une transmission
synaptique. Les astrocytes sont capables de réguler cette concentration selon deux
mécanismes. Le premier est qualifié de « tranmsient storage » et consiste en un stockage
transitoire en attendant la diminution de la concentration potassique extracellulaire. Lorsque
ce mécanisme est saturé, le « spatial buffering » intervient. Il consiste en la recapture du
potassium puis en sa diffusion dans tout le réseau astrocytaire, via les jonctions de type gap.
La recapture du potassium a proprement parler, peut se faire via les pompes Na'/K' ou via
une diffusion passive par des canaux ioniques (Walz, 2000).

Lors d’une transmission de potentiel d'action, la recapture du potassium extracellulaire
s’accompagne d’une augmentation du volume hydrique astrocytaire. Par ailleurs, la recapture
de I’eau au niveau de la synapse permettrait de diminuer le volume de la fente synaptique,
concentrant ainsi les neurotransmetteurs libérés (pour revue voir Amiry-Moghaddam &
Ottersen 2003; Simard & Nedergaard 2004). Une fois recaptée, 1’eau est redistribuée dans tout

le réseau astrocytaire.
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Enfin, les astrocytes libérent et expriment des récepteurs aux neuropeptides (comme
I’atriopeptine, I’angiotensinogéne ou la vasopressine), impliqués le controle de I’homéostasie

de I’eau (pour revue voir Simard & Nedergaard 2004; Benfenati & Ferroni 2010).

1.5.6. Gliotransmission.
L’une des découvertes les plus récentes concernant les astrocytes est leur aptitude a libérer

des gliotransmetteurs, capables de moduler I’excitabilit¢é neuronale ou la transmission
synaptique. Le premier gliotransmetteur mis en évidence a été le glutamate (Parpura et al.,
1994), puis d'autres comme I’ATP (Wang et al., 2000b) et la D-sérine (Mothet et al., 2000)
ont suivi. Il a été plus récemment montré que les astrocytes sont également capables de libérer

du GABA ou des neuropeptides (Angulo et al., 2008; Héja et al., 2009; Lee et al., 2010b).

Dans le domaine de la gliotransmission, deux mécanismes de libération semblent coexister.
En effet, certaines études font état d’une exocytose dépendante du Ca®', alors que d’autres
mettent en avant des mécanismes non vésiculaires. La libération vésiculaire (ou exocytose) est
la principale voie de libération des neurotransmetteurs par les neurones. Cette voie est
dépendante du calcium et fait intervenir toute une machinerie protéique particuliere. En effet,
elle requiert I’intervention de molécules responsables du remplissage des vésicules, de son
arrimage avec la membrane plasmique puis de la fusion des deux membranes. Au niveau de la
membrane vésiculaire, ce sont les protéines synaptotagmine I et synaptobrevine (ou VAMP2
pour vesicule-associated protein 2). Sur la membrane plasmique, on trouve la syntaxine et
SNAP 25 (synaptosome associated protein). Ces protéines interagissent pour former le
complexe SNARE (soluble Nethylmaleimide-sensitive factor associated protein receptor) qui
permettrait d’ancrer les vésicules synaptiques a la membrane pour les mener a la fusion
(Sutton et al., 1998). Il est aujourd’hui admis que les astrocytes expriment certaines protéines
impliquées dans 1’exocytose, comme les protéines du complexe SNARE ou encore la
synaptotagmine [ (Bezzi et al., 2004; Hamilton and Attwell, 2010; Volterra and Meldolesi,
2005).

L’hypothese de 1’exocytose fut renforcée par des études qui ont montré que les astrocytes
expriment la protéine VGLUT (vesicular glutamate transporter) ou VNUT (vesicular
nucleotide transporter), permettant de remplir les vésicules en glutamate et en ATP
respectivement (Bezzi et al., 2004; Hamilton and Attwell, 2010; Volterra and Meldolesi,
2005). De plus, des études de microscopie électronique ont montré que les astrocytes

disposent de vésicules de 30 a 1000 nm de diameétre a corps clairs et denses (Parpura et al.,
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2010). I1 a également ét¢ montré que les corps clairs de 30 nm sont localisés pres des

terminaisons synaptiques (Jourdain et al., 2007).

La D-sérine serait libérée au niveau astrocytaire, principalement par les mécanismes
d’exocytose vésiculaire dépendante du calcium. Des études utilisant la thapsigargine pour
dépléter les stocks de calcium interne ou en utilisant des chélateurs calciques (Mothet et al.,
2005), des souris déficientes pour I’'IP3;R2 (Takata et al., 2011) ou I’inhibition du canal
TRPA1 (Shigetomi et al. 2013) afin d’empécher les élévations du Ca” astrocytaire, induisent

une diminution des libérations de D-sérine.

A TDinverse, certaines études ont montré que le calcium n’était pas impliqué dans la
gliotransmission (Agulhon et al., 2010; Fiacco et al., 2007). En effet, I’induction d’un signal
calcique dans un astrocyte ne provoque pas de gliotransmission. Cette induction a été réalisée
de manicre spécifique dans les astrocytes grace a I’utilisation de souris transgéniques,
exprimant un récepteur métabotropique (MrgAl) sous le promoteur de la GFAP. Toutefois,
I’utilisation des souris transgéniques MrgA1 est soumise a controverse (Volterra et al., 2014)
car le signal calcique induit est important et persiste plusieurs minutes a la fois au niveau
somatique et dans toute 1’arborisation astrocytaire. Cette stimulation calcique importante ne
ressemble a aucun mécanisme physiologique. Les auteurs proposent néanmoins que la

gliotransmission pourrait alors résulter de mécanismes non vésiculaires (Fiacco et al., 2007).

Les mécanismes de libération non vésiculaires sont de différents types (Figure 11) et font
appel a : 1) Pimplication des transporteurs qui fonctionneraient de fagon inversée (Anderson
and Swanson, 2000; Hamilton and Attwell, 2010), 2) la libération via les hémicanaux
(Orellana et al., 2011b; Yi et al., 2016), 3) la diffusion via les récepteurs ionotropiques de
I’ATP, de type P2X7 (Halassa et al., 2007; Hamilton and Attwell, 2010), 4) la libération
d’acides aminés comme le glutamate ou la taurine via les canaux anioniques activés par des
modification du volume (Hamilton and Attwell, 2010), §) certains canaux comme Best-1 (Jo

etal., 2014; Woo et al., 2012).

La gliotransmission est un mécanisme astrocytaire de modulation de 1’activité synaptique
reconnu. Cependant, les conditions favorisant un mode de libération, vésiculaire ou non

vésiculaire, restent a déterminer.
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Figure 11 Mécanismes impliqués dans la gliotransmission. La gliotransmission peut avoir lieu par
'intermédiaire de transporteurs, récepteurs et hémicanaux. Ainsi que par le mécanisme de libération vésiculaire

(exocytose). D’apres (Verkhratsky and Butt, 2013).

1.5.7. Astrocytes et espéces réactives de I'oxygéne (ROS).
Les astrocytes représentent une défense majeure contre les espéces réactive de 1’oxygene

(ROS). Premiérement, ils expriment spécifiquement des enzymes de protection contre le
stress oxydant comme la superoxyde dismutase 1 (SODI1), qui n’est pas exprimée par les
neurones, et des molécules anti-oxydantes telles que le glutathion. Les astrocytes produisent
le glutathion a partir de la cystine, qu’ils accumulent grace a I’échangeur cystine-glutamate.
La cystine sera ensuite réduite en cystéine puis convertie en y-glutamylcystéine et glutathion.
Les neurones utilisent le glutathion astrocytaire car ils ne sont pas en mesure de le synthétiser

(Wang and Cynader, 2002).

Les astrocytes interviennent ¢galement dans la mise en jeu d’un antioxydant puissant, 1’acide
ascorbique (vitamine C). Lorsqu’il réagit avec les ROS, ’acide ascorbique se transforme en
acide déhydroascorbique neurotoxique. Grace a un co-transport €lectrogénique couplé au
sodium, les astrocytes peuvent accumuler de fortes concentrations d’acide déhydroascorbique
et le convertir en ascorbate. L’ascorbate sera alors libéré dans le milieu extracellulaire afin de

participer a nouveau a la prise en charge des ROS (Garcia-Krauss et al., 2015).

1.6. Synapse tripartite.

Ce concept, fut proposé en 1999 par Alfonso Araque, Vladimir Parpura, Rita P. Sanzgiri et
Philip G. Haydon (Araque et al., 1999) en complément des travaux de Rachel Ventura et
Kristen Harris (Ventura and Harris, 1999). Ces derniers, basés sur 1'utilisation de techniques
de microscopie é¢lectronique, avaient permis la mise en évidence d'une juxtaposition des

membranes astrocytaires avec des éléments synaptiques au sein de I'hippocampe. Cette
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proximité physique s'est avérée €tre fonctionnelle car il avait été observé, d’une part, que les
¢lévations de concentration de calcium astrocytaire pouvaient résulter d’activités neuronales,
et d’autre part, que les augmentations de concentration intracellulaire de calcium étaient liées
a la libération de glutamate par les astrocytes. En effet, en 1996, le groupe de Ken McCarthy a
mis en évidence que lors d’une stimulation des collatérales de Schaffer soutenue, les
neurotransmetteurs libérés peuvent s’échapper de la fente synaptique et activer en retour les
astrocytes environnants (Porter and McCarthy, 1996). Cette activation astrocytaire se traduit
par des augmentations de Ca’" intracellulaire dépendantes des récepteurs au glutamate
métabotropiques exprimés par les astrocytes.

Puis, en 1998, Alfonso Araque a mis en évidence sur cultures cellulaires que les €lévations de
Ca”" induites par stimulation mécanique ou électrique des astrocytes étaient responsables de
libérations de glutamate, capables d’activer les récepteurs NMDA neuronaux (A. Araque et al.

1998; A Araque et al. 1998b).

Il a ainsi ét¢ démontré que les astrocytes sont capables, en plus d’étre présent physiquement
au niveau synaptique, d’écouter et de réagir a ’activité synaptique, mais également de lui
répondre en la modulant directement. Ce sont sur ces critéres que le concept de la synapse

tripartite fut proposé (Figure 12 ; Figure 13).

K channels
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Figure 12 L’astrocyte comme troisieme élément de la synapse tripartite. (A) Coupe de microscopie
électronique montrant les éléments pré synaptique (Pre) et post synaptique (Post) enrobés par un prolongement
astrocytaire (en vert) formant ainsi la synapse tripartite. (B) L’apposition du prolongement astrocytaire aux
éléments synaptiques neuronaux permet de remplir différents réles, tels que la recapture du K* et du glutamate
dont la concentration augmente a la suite d’activité neuronale. Les libérations de neurotransmetteurs par le
neurone pré synaptique peuvent activer les récepteurs métabotropiques astrocytaires, ce qui entrainera des
libérations de Ca?* dépendantes de I'lP3 depuis les stocks internes, capable de libérer des gliotransmetteurs.

D’aprés (Halassa et al., 2007).
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Au niveau de I’hippocampe de rat adulte, il a ét¢ mis en évidence que 62,2 £ 2,6 % des
synapses sont enrobées par un prolongement astrocytaire en condition physiologique apres
fixation (Ventura and Harris, 1999; Witcher et al., 2007). Ces deux études mettent également
en évidence que les synapses tendent a étre plus larges (et supposément plus actives)
lorsqu’elles sont enrobées. Cette hypothése fut confirmée en 2014, puisqu’une étude (décrite
précédemment) a démontré que I’activité synaptique favorise 1’enrobage des synapses par les

astrocytes (Bernardinelli et al., 2014a)

Finalement, s’il fut annoncé des la fin des années 90, le concept de la synapse tripartite n’a
cess¢ de se renforcer au fil des études portant sur les astrocytes et les interactions neurone-
glie. Initialement attribué a la capacité des astrocytes a venir contacter physiquement les
synapses et a recapter/libérer des neuro/gliotransmetteurs, ce concept englobe actuellement
I’ensemble des caractéristiques et fonctions astrocytaires présentées dans cette introduction. Il
est ainsi clairement établi que les astrocytes participent activement a la transmission
synaptique en régulant 'homéostasie de la synapse au sens large mais également en régulant
la morphologie de cette derniere. De plus en plus d’études suggerent logiquement que son
implication ne soit pas limitée a la physiologie de la synapse mais intervienne également lors
des dysfonctions synaptiques liées a différentes pathologies. Ainsi, la seconde partie de cette
introduction et les résultats présentés dans ce manuscrit tenteront de démontrer que 1’astrocyte

peut étre au ceeur des dysfonctions synaptiques associées a la maladie d’ Alzheimer.
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Figure 13 Reconstruction 3D de synapses enrobées par les astrocytes. (A) Reconstruction en 3 dimensions
de synapses d’hippocampe de rats adultes obtenue par coupes sériées en microscopie électronique. L’astrocyte
est représenté en vert, s’insinuant au travers de dendrites neuronales en jaune, rouge et violet. (B)
Grossissement de I'enrobage d’une épine dendritique de type mushroom par un astrocyte. (C) Certaines épines

ne sont enrobées qu’au niveau de leur cou. D’apres (Witcher et al 2007).
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2. Maladie d’Alzheimer et
astrocytes

2.1. La maladie d’Alzheimer.

2.1.1. Généralités.
La maladie d’Alzheimer fut décrite en 1906 par Alois Alzheimer, psychiatre et

neuropathologiste allemand, aprés la mort d’une patiente (Auguste Deter) atteinte de
démence. Suite a 1’analyse histologique de son cerveau, A. Alzheimer a pu identifier des
Iésions caractéristiques, les enchevétrements neurofibrillaires et les plaques séniles (Graeber
et al., 1997). En 1911, suite a la découverte d’un second cas, le psychiatre Emil Kraeplin

proposa le terme de maladie d’Alzheimer pour ce type de démence.

La prévalence globale des démences (dont la maladie d’Alzheimer est a 1’origine dans 70 %
des cas), qui se caractérisent par une détérioration progressive des fonctions cognitives et du
comportement, est de 24 millions de personnes affectés en 2005 et pourraient, selon les
simulations, quadrupler d’ici 2050 (Ferri et al., 2005). La maladie d’Alzheimer représente par
conséquent un probléme de santé a 1’échelle mondiale. Ainsi, le colt de la prise en charge des
patients, s’éléve a 172 milliards de dollars par an aux Etats-Unis (Reitz and Mayeux, 2014).
Le nombre de nouveaux cas parmi la population globale est de 1 % chez les personnes agées
de 65 a 70 ans et de 6 a 8 % pour les plus de 85 ans (Mayeux, 2003). Les démences et la

maladie d’Alzheimer représentent donc un enjeu économique, social et médical majeur.

2.1.2. Epidémiologie.

2.1.2.1. Facteurs génétiques
Trois génes, APP PSEN1 et PSEN2 (codant respectivement pour les protéines amyloid
precursor protein APP, presenilin 1 PS1 et presenilin 2 PS2), sont impliqués dans la
production du peptide amyloide beta (AP) et sont fortement corrélés a la physiopathologie de
la maladie d’Alzheimer. Certaines mutations sur ces 3 génes, induisent chez I’homme une
surproduction du peptide AP, responsables des formes agressives dites familiales et

représentent environ 5 % des cas de la pathologie (LaFerla et al., 2007; Selkoe, 2011).
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Pendant plus d’une décennie, un seul facteur de risque génétique, 1’allele APOE €4, était
connu comme créant une « susceptibilité » de développer la maladie avec I’age (Kuusisto et
al., 1994). APOE (apolipoprotéine E) possede 3 isoformes chez I’homme, portées par 3 alléles
€2, €3 et €4. Etre porteur d’une copie de ’alléle €4 est associé a une augmentation du risque
de développer la maladie par 2. Avoir 2 copies est associé a une multiplication du risque par 5
et plus (Kuusisto et al., 1994). De plus, la présence d’APOE €4 abaisse 1’age de survenue de
la pathologie de 6 ou 7 ans.

Plus récemment, des études d’associations pangénomiques (GWAS) ont révélé de nombreux
autres facteurs de susceptibilité génétique (Tableau 5). Les formes familiales, ainsi que les
facteurs de susceptibilité génétique, partagent la conséquence commune d’augmenter la

production d’amyloide B et, par extension, la neurotoxicité.

Ethnic group Sample size Genes identified outside APOE region
Caucasian Stage 1: 2032 AD cases; 5328 controls CLU, CR1
Stage 2: 3978 AD 3297 controls

7848 controls CLU, PICALM

2340 controls

4642 controls BIN1, XOC312/BLOC1S3/MARK4, CLU, PICALM

5328 controls

6995 controls

7366 controls MS4A4A, CD2AP, (D33 and EPHAL, CR1, (LU, BIN1, PICALM
65 controls

Caucasian Stage 1: 3941 AD cas
Stage 2: 2023 AD cas
Caucasian Stage 1: 3006 AD cas
Stage 2: 2032 AD cas
Stage 3: 3333 AD cas
Caucasian Stage 1: 8309 AD cas
Stage 2: 3531 AD cas

Caucasian Stage 1: 6688 AD cas 685 controls ABCA7, MS4A6A/MS4A4E, EPHAL, (D33, CD2AP
Stage 2: 4896 AD cas )03 controls
Stage 3: 8286 AD cases; 21,258 controls

Caucasian Stage 1: 17,008 AD cases: 37,646 controls CR1, CD33, BINI, CD2AP, CLU, EPHA1, PICALM, MS4,ABCA7HLA-DRB5/HLA-DRB1,
Stage 2: 8572 AD cases; 11,312 controls PTK2B, SORL1, SLC24A4/RIN3, DSG2

Caribbean Hispanic 549 AD cases: 544 controls CLU, PICALM, BIN1, CUGBP2, loci on 2p25.1; 3q25.2; 7p21.1; 10g23.1

Alrican American 1968 AD cases; 3928 controls ABCA?, intergenic locus on 5935.2

Tableau 5 Facteurs génétiques identifiés par études d’association pangénomiques. Adapté d’apres (Reitz
and Mayeux, 2014).

2.1.2.2. Facteurs de risque et facteurs protecteurs.
Au-dela des facteurs génétiques, certaines pathologies ainsi que des facteurs

environnementaux et des habitudes de vie, ont été identifiés comme pouvant augmenter ou
diminuer le risque de développer des démences liées a la maladie d’Alzheimer (pour revue
voir Mayeux 2006; Reitz & Mayeux 2014). Ainsi, les dommages occasionnés au niveau de
I’encéphale par les maladies cérébrovasculaires et les troubles de la pression artérielle peuvent
augmenter ce risque. L’obésité¢, le diabéte de type 2 et les troubles métaboliques
participeraient également a augmenter ce risque. Le fait de fumer de fagon régulicre
participerait également a favoriser le développement de la pathologie, indirectement, en

augmentant le risque de troubles cérébrovasculaires.

De maniére opposée, le fait de fumer pourrait également selon certaines études, participer a

augmenter le nombre de récepteur a I’acétylcholine et donc contrebalancer la diminution de
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ces récepteurs, observée lors de la maladie d’Alzheimer (Connelly and Prentice, 2005). Ainsi,
d’autres facteurs protecteurs ont été identifiés. Ces facteurs sont de caractéres sociaux et
environnementaux pour la plupart. L’alimentation de type méditerranéenne par exemple
(associée a une consommation de légumes, poissons, peu de viande rouge et une
consommation de vin modérée), semble réduire I’incidence de la maladie d’Alzheimer
(Scarmeas et al. 2009; Gu et al. 2010). L’activité physique, en augmentant la circulation
sanguine et I’oxygénation du cerveau semble protectrice selon certains auteurs (Scarmeas et
al., 2009). Enfin, les stimulations cognitives et intellectuelles semblent également participer a
la prévention du risque de développer la maladie d’Alzheimer, on parle alors d’une réserve

cognitive protectrice (Carlson et al., 2008; Fratiglioni et al., 2004).

Hormis pour les formes familiales, 1’étiologie de la maladie d’Alzheimer est mal connue et
semble résulter de I’interaction entre plusieurs facteurs. Cependant, ces différentes causes

convergent toutes vers une physiopathologie commune, décrite dans le paragraphe suivant.

2.1.3. Physiopathologie générale de la maladie.
Chez ’homme, la maladie d’ Alzheimer se caractérise dans les stades avancés par une atrophie

cérébrale, des sillons plus marqués et un ¢largissement des ventricules (Figure 14). Au niveau
tissulaire, deux lésions histologiques caractérisent la maladie d’Alzheimer. D’une part, les
plaques séniles qui sont composées d’agrégats du peptide AP. Ces agrégats extracellulaires
insolubles sont composés de fibrilles du peptide AP organisées en feuillets B antiparalléles.
D’autre part, on observe des enchevétrements neurofibrillaires intracellulaires (également
nommeés dégénérescences neurofibrillaires DNF), qui sont composés d’agrégats de la protéine

Tau hyperphosphorylée.

Figure 14 Lésions macroscopiques et histologiques caractéristiques de la maladie d’Alzheimer. (A)
Cerveau de patient atteint de la maladie d’Alzheimer présentant des sillons excessivement creusés. (B) Coupes
frontales d’hémisphéres de patient sain (control) et malade (AD). Le cerveau de droite présente une atrophie
généralisée, un amincissement du cortex (pointe de fleche) et une atrophie de I'hippocampe (fleche). Echelle
1 cm. (C) Au niveau microscopique, la maladie est caractérisée par la présence de plaques amyloides (fleche) et
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d’enchevétrements neurofibrillaires (pointe de fleche).Ces deux Iésions tissulaires sont identifiées par marquage
a la thioflavine S. Echelle 20 um. (A) d’aprés http://library.med.utah.edu/ (B et C) d’aprés (Crimins et al., 2013).

Ces deux lésions tissulaires suivent une évolution temporelle différente (Braak and Braak,
1991). Un modele en plusieurs étapes, issu de cette évolution a été proposé (Figure 15). Les
DNF sont généralement retrouvées en premier lieu au niveau du cortex entorhinal et de
I’hippocampe. Ces premicres ¢étapes sont dites silencieuses, car elles peuvent étre
asymptomatiques ou associées a de 1égers troubles (dans le cas de mild cognitive impairments
MCI). Lors de I’évolution de la maladie, les DNF atteindront les zones limbiques puis

corticales. Ces derniers stades s’accompagnent de troubles cognitifs importants.

La surproduction du peptide amyloide précede 1’apparition des DNF. On les retrouve
initialement au niveau cortical puis dans les aires corticales associatives et dans 1’hippocampe.

A terme I’ensemble du cortex sera envahi par les plaques amyloides.

transentorhinal limbic isocortical
-1 m-w v-vi A B C
» & o T
“; A r ".' 2% P
, ~ ! ~ ./
" M
A Y A ) " &
) ) L
Y I <
R ? ~ @. =27y
P W L7 10 ~— 7D,
o) ey

Figure 15 Distribution spatiale et temporelle des enchevétrements neurofibrillaires et dépots amyloides.
Le panneau de gauche décrit la distribution des DNF selon les différents stades de Braak. Le panneau de droite
décrit I'évolution des plaques amyloides. D’aprés (Braak and Braak, 1991).

2.1.4. Le peptide amyloide beta (AB).

Le peptide AP est un polypeptide d’environ 4 kDa, issu du clivage de la protéine APP située
sur les membranes plasmiques, lysosomales, endosomales, mitochondriales ainsi que sur
I’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique (LaFerla et al., 2007). Le clivage de la
protéine APP est réalisé par un groupe d’enzymes nommeées a- - et y-sécrétase (Figure 16).
Trois enzymes avec une activité o-sécrétase ont été identifié, ADAMY, 10 et 17 (pour a
disintegrin and metalloproteinase family enzyme). La B-sécrétase est portée par I’enzyme [-
site. APP-cliving enzyme 1 (BACEl). La y-sécrétase, quant a elle, regroupe un complexe
enzymatique composé¢ des présénilines 1 et 2 (PS1 & 2), nicastrines, [’anterior pharynx
defective (APH-1) et la presenilin enhancer 2 PEN2 (Francis et al., 2002; Levitan et al., 2001;
Steiner et al., 2002; Wolfe et al., 1999; Yu et al., 2000).
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Le clivage d’APP existe selon deux voies, 'une dite non amyloidogénique, I’autre,
amyloidogénique conduisant a la formation du peptide AP;.4; responsable des effets toxiques

de la maladie d’Alzheimer.

Au sein de la voie non amyloidogénique, APP est clivé par I’a-sécrétase dans la région C-
terminale de la protéine, produisant un fragment de 83 acides aminés (C83) et la forme sAPPa
qui sera secrétée dans le milieu extracellulaire. Le fragment C83 sera ensuite clivé par la y-

sécrétase produisant un fragment nommé p3 (Haass et al., 1993).

La voie amyloidogénique est médiée par la B-sécrétase en position C-terminale au niveau de
I’acide aminé 99. Ce premier clivage produit le fragment sAPPP sécrété¢ dans le milieu
extracellulaire. Puis la y-sécrétase clivera le fragment C99, libérant le fragment AP. Cette
séquence de clivage conduira dans 90 % des cas a la formation d’AB;.49 peu toxique et, dans
10 % des cas, aboutira a la formation d’Af;.42, qui est la forme toxique. L’ A4, constitue

I’isoforme prédominante au sein des plaques amyloides (Y ounkin, 1998).
Non-amyloidogenic Amyloidogenic

sAPPa.

SAPPB

Presenilin 1 or 2

Nicastrin
ADAMY, PEN2
10orl7 BACE] APH 1 AB

c83 APP  APP C99 AICD

Figure 16 Protéolyse d’APP. Le peptide amyloide beta est dérivé du clivage de la protéine APP. APP peut subir
deux voies protéolytiques différentes, non amyloidogénique (a gauche) et amyloidogénique (a droite). Le clivage
par 'o-sécrétase est réalisé par les enzymes de la famille ADAM. Ce clivage est réalisé a I'intérieur du domaine
amyloide, empéchant donc la production d’AB. Deux fragments sont générés, sAPPa et C83. Pour la voie
amyloidogénique la B-sécrétase (enzyme BACE1) produit deux fragments sAPP[3 et C99. Le fragment C99 sera
ensuite clivé par le complexe enzymatique de la y-sécrétase pour libérer le peptide AB. D’apres (LaFerla et al.,
2007).
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2.1.5. L'hypothése calcique.
Une des hypotheses pouvant expliquer les changements observés lors du vieillissement

normal et pathologique (dans le cas de la maladie d’Alzheimer) du SNC, est I’hypothése
calcique (Figure 17). Cette hypotheése, postule que 1’accumulation progressive de
dérégulations « silencieuses » de 1’homéostasie calcique puisse affecter 1’homéostasie et la
signalisation cellulaire, la transmission synaptique et la survie cellulaire. Lors de maladies
neurodégénératives, ces altérations seraient alors accélérées, conduisant a une mort cellulaire
excessive, une atrophie cérébrale et la démence telle qu’elle est observée dans la maladie

d’Alzheimer (Toescu et al., 2004; Verkhratsky and Toescu, 1998; Verkhratsky et al., 2016a).

Cette hypothése, trés neurocentrique, fut renforcée par différentes évidences de dérégulations
de ’homéostasie calcique neuronale. Au début des années 1990, des augmentations massives
de Ca’" intra neuronales furent observées sur des cultures de neurones feetaux corticaux
humains exposés a des concentrations d’ Afj.3s/25.35 comprises entre 1 et 80 uM pendant 4
jours (Mattson et al., 1992). Ces expositions massives et prolongées étaient également liées a
une mort neuronale importante. L hypothése de 1’époque, qui a persisté pendant prés de deux
décennies, consistait en la capacité ionophorétique d’AP a former de larges pores
membranaires perméables au Ca’". Ces entrées de Ca’" seraient alors amplifiées par des
relachements de calcium via le réticulum endoplasmique. Malgré des conséquences que 1’on
imagine désastreuses pour la survie cellulaire (par déstabilisation de I’homéostasie ionique et
osmotique par exemple), cette hypothése peu parcimonieuse a persisté. Plus récemment,
I’hypothese calcique a évolué en une modulation des acteurs de la signalisation calcique au
sens large. Il a été montré que le peptide AP;.4> peut interagir directement avec les récepteurs
a7nAChR (Wang et al., 2000a). La toxicit¢ du peptide APj4, pourrait également étre
dépendante des récepteurs NMDA extra synaptiques, par action directe sur ces récepteurs ou
par défaut de recapture du glutamate par les astrocytes (Rush and Buisson, 2014). Le canal
calcique CALHMI (Ca®>" homeostasis modulator 1), présente un polymorphisme génétique
chez des patients présentant des formes précoces de la maladie d’Alzheimer (Rubio-Moscardo
et al., 2013), ces modifications impliquant directement une dérégulation de 1’homéostasie
calcique. Enfin, il est généralement admis que les mutations des présénilines induisent des
libérations excessives de Ca’" en provenance du réticulum endoplasmique dépendantes des

récepteurs a I’[P; et a la ryanodine (LaFerla, 2002; Smith et al., 2005).

La plupart de ces modifications de 1’homéostasie calcique ont été étudiées, jusque tres

récemment, uniquement au niveau neuronal. Or, si on les met ces modifications en
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perspective avec I’importance de la signalisation calcique astrocytaire, il devient trés probable

que certaines de ces modifications soient retrouvées au niveau astrocytaire, placant alors ces

cellules comme des acteurs privilégiés de la maladie d’ Alzheimer.

lnsP3

.
.
.
.
.
.
.
.
.
0

s

" | Decrease in the synaptic

@ """""""" ' @" —»| plasticity responsible for
. - learning and memory

O

. Calbindin

intracellular @ @ F\Izheimer's diseas;J
domain
(AICD) @4—» Ca2+ Bcl-2 {}
Apoptosis
Remodelled Ca 2+ ’
signaling system Cytochrome C

Figure 17 L’hypothése calcique liée a la maladie d’Alzheimer. Le peptide AR module I'activité calcique,
synaptique et les mécanismes d’apoptose selon plusieurs voies. (1) AB induit des entrées de Ca®* en modulant le
canal CALHM1. AB peut également interagir avec la protéine du prion et induire des entrées de Ca?" renforcée
par un mécanisme dépendant du réticulum endoplasmique. (2) La libération intracellulaire du produit de clivage
AICD de I'APP peut altérer le systéeme de tamponnage du ca® par le récepteur a la ryanodine et la calbindine. (3)
Les mutations des présénilines peuvent activer la pompe SERCA et le récepteur a I'lP3. (4) La somme de ces
modifications altere la plasticité synaptique et stimule la libération de cytochrome C déclenchant les mécanismes
apoptotiques. D’aprés (Berridge, 2010).

2.1.6. Synaptotoxicité d’Ap.

AP est initialement produit sous forme monomérique soluble, puis s’agrége rapidement pour
former des complexes multimériques. Ces complexes regroupent les espéces solubles de
faibles poids moléculaires (10 a 15 kDa), comme les diméres et triméres, ainsi que les especes
de haut poids moléculaires, les protofibrilles et fibrilles (Figure 18). Les especes
oligomériques d’AB;42 (nommées APo dans ce manuscrit) se sont révélées étre les plus
toxiques (Haass and Selkoe, 2007). Les diméres et trimeéres sont capables de perturber

I’apprentissage, la mémorisation, les fonctions synaptiques et la LTP (Cleary et al., 2005;
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Walsh et al.,, 2002) et certaines especes comme les dodécameres peuvent perturber la

cognition et la mémorisation chez des modeles de souris transgéniques (Lesné et al., 2006).

Monoméres Oligoméres Protofibrilles Fibrilles

%

Figure 18 Représentation schématique de la fibrillogénése d’AB. Le peptide AR est initialement produit sous
forme monomérique, puis s’agrege rapidement en oligoméres de faibles poids moléculaires, pour finalement

former des protofibrilles et fibrilles qui constitueront les plaques séniles lors de la maladie d’Alzheimer.

Le peptide A4z est plus hydrophobe que ses analogues plus courts. Ceci lui confére une tres
forte capacité d’agrégation, qui s’avere étre environ 70 fois plus rapide que pour la forme AP;.
40- Au niveau de I’extrémité C-terminale du peptide AP;.4p, deux résidus différent par rapport
a APi40, ce qui lui confére des propriétés d’agrégation et de toxicité plus importante
(Sgourakis et al., 2007). La capacité d’AP a s’agréger dépend également du pH, de la
température et des interactions hydrophobes entre peptides. Ainsi, le peptide pourra passer de
I’état de monomeéres organisés en hélice a vers une structure en feuillets B pour les fibrilles
(Ahmed et al., 2010). Dans cette derniére étude, ’utilisation de spectroscopie basée sur la
résonance magnétique nucléaire, a permis de mettre en évidence que les formes oligomériques
ne s’organisent pas en feuillets 3, mais est plutét composés de brins agrégés, adoptant une
conformation dite en épingle. Cette conformation particuliere serait responsable de la toxicité

du peptide.

Cette toxicit¢ induit principalement des pertes et dysfonctions synaptiques. Des
quantifications en microscopie électronique et immunohistochimiques ont rapporté des
diminution significatives de la densité synaptique des aires corticales associatives et au niveau
de I’hippocampe chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Davies et al., 1987;
Masliah et al., 2001). De récentes données suggerent que les formes non fibrillaires d’ AP, via

leurs interactions avec différents récepteurs, participent a la toxicit¢ d’Ap (Figure 19). Il
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existe €galement une forte corrélation entre la quantité d’AP présente dans le cerveau des
patients et I’étendue de la perte synaptique (Wang et al., 1999). Enfin, la surproduction d’A
induit principalement des perturbations de I’activité synaptique, qui a terme peuvent conduire
a la perte de ces synapses (Figure 19). Ainsi les mutations d’APP induisent des déficits de
maintien de la LTP ainsi que des diminutions de la transmission synaptique basale chez des
souris transgéniques (APPgye/PS14py) agées de 5 a 18 mois (Fitzjohn et al., 2001; Larson et
al., 1999; Moechars et al., 1999).
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Figure 19 Récepteurs d’AB et cascade d’événements induits par la toxicité d’AB. (Panneau de gauche)
Récepteurs membranaires impliqués dans la toxicité d’AB. D’apres (De Strooper and Karran, 2016). (Panneau de

droite) Séquence d’événements proposés pour expliquer la neurotoxicité d’AB. D’aprés (Selkoe, 2002).

De la méme maniére que son implication en condition physiologique, ce n’est que récemment
que I’implication astrocytaire dans les maladies neurodégénératives en général, et dans le
contexte de la maladie d’Alzheimer en particulier, fut investiguée. Cependant, différentes
¢tudes commencent a accumuler des hypothéses qui semblent placer les astrocytes comme des
cibles privilégiées de la toxicité liée a AP. Ceci n’est pas étonnant, si ’on considere la
maladie d’Alzheimer comme une pathologie de la synapse, et par extension de la synapse

tripartite.

2.1.7. La phase cellulaire de la maladie d’Alzheimer.
Ce nouveau concept s’oppose au point de vue neurocentrique, visant a expliquer les

dysfonctions induites par AP qu’au travers du prisme neuronal. Ce raisonnement tend a

introduire une vue holistique, prenant en compte tous les partenaires de la transmission

77



Maladie d’Alzheimer et astrocytes

synaptique, afin de mieux comprendre les mécanismes induits durant les phases
asymptomatiques de la maladie d’Alzheimer. Ce concept repose sur la distinction entre 3
différentes phases (Figure 20), ’'une biochimique (reprenant les anomalies de Tau et Af),
puis cellulaire (basée sur les interactions neurones-glie) et enfin clinique avec 1’apparition des

symptomes (De Strooper and Karran, 2016).

La phase cellulaire, telle qu’elle est décrite, démarre avec la surproduction d’A} d’une part et
les défauts d’¢limination des protéines AP;4, et Tau (sous sa forme anormalement
phosphorylée) d’autre part. Du point de vue neuronal, elle regroupe les premiers ¢léments
affectant la transmission, la plasticit¢ et la connectivité synaptique. Enfin, cette phase
cellulaire, se concentre essenticllement sur les dysfonctions précoces des interactions
neurones-glie. Parmi ces dysfonctions précoces, on retrouve au niveau astrocytaire une phase
d’atrophie, qui précede I’hypertrophie associée a 1’astrogliose (Kulijewicz-Nawrot et al.,
2012). Lors de la phase cellulaire, la microglie est également mise en jeu. En effet, ces
cellules réalisent la majeure partie de la phagocytose au niveau du SNC, et représentent
environ 10 % des cellules du SNC chez la souris adulte (Lawson et al., 1990). Différents
groupes ont mis en évidence une mutation rare d’un récepteur microglial TREM?2 (triggering
receptor expressed on myeloid cells 2), qui induirait des défauts de phagocytose d’Ap,
responsable d’une forte augmentation du risque de développer la maladie d’Alzheimer avec
I’age (Guerreiro et al., 2013; Jonsson et al., 2013). Les oligodendrocytes semblent ¢galement
impliqués lors de la phase cellulaire de la maladie d’Alzheimer. Ces cellules myélinisent les
neurones du SNC et participent donc a la conduction rapide des potentiels d’action. Elles
apportent également un support trophique pour les neurones. Les défauts de myélinisation
participeraient donc a 1’évolution de la maladie, de la phase cellulaire vers la phase clinique

(Ettle et al., 2016).
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Figure 20 Phases biochimique, cellulaire et clinique de la maladie d’Alzheimer. La phase cellulaire évolue
durant une vingtaine d’années chez 'homme. Certaines des modifications observées durant cette phase sont
réversibles, telles que les modifications précoces de I'activité synaptique. Durant les phases biochimique et
cellulaire, différents genes sont impliqués selon différentes voies (dégradations de protéines, métabolisme
lipidique, réponse immunitaire et métabolisme de '’APP).La phase cellulaire se concentre sur les perturbations
des interactions neurones-glie. Abréviations : SORL1 Sortilin-related receptor 1, PICALM Phosphatidylinositol
binding clathrin assembly protein, LRP1 Low density lipoprotein receptor-related protein 1, ABCA1/7 ATP-binding
cassette 1/7, CLU/APOJ Clusterin, BIN1 Bridging Integrator 1, RAGE Receptor for advanced glycation
endproducts, EPHA1 Ephrine A1, MS4A Membrane-spanning 4-domain family, INPP5D Inositol Polyphosphate-5-
Phosphatase D, HLA-DRB5-DRB1 HLA Class Il Histocompatibility Antigen DRB1/5 Beta Chain, CR1 complement
C3b/C4b receptor 1, CD33 sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin 3, TREM2 riggering receptor expressed
on myeloid cells 2. D’apres (De Strooper and Karran, 2016).

Selon les auteurs qui ont proposé le terme de phase cellulaire, 1’enjeu actuel dans 1’é¢tude de la
maladie d’ Alzheimer serait donc de comprendre comment les interactions complexes entre les

différents types cellulaires évoluent lors des phases précoces de la maladie. Selon eux, la
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compréhension de cette pathologie se fera par I’intermédiaire de systémes intégrant ces

différents acteurs tels que les modeles de tranches aigues de cerveaux et les études in vivo.

2.2. Astrocytes et maladie d’Alzheimer.

2.2.1. Astrocytes et quelques maladies neurodégénératives.
Actuellement, peu de traitements efficaces sont disponibles pour stopper la progression des

maladies neurodégénératives. L hypothése neuronale n’étant probablement pas suffisante
pour décortiquer les mécanismes de ces pathologies, de récentes études ont tenté d’étudier
I’implication des astrocytes dans la physiopathologie des maladies neurodégénératives. Trois
pathologies dans lesquelles la physiologie astrocytaire s’est avérée altérée seront décrites dans

cette partie.

22.1.1. Maladie de Huntington.
La maladie de Huntington est causée principalement par I’accumulation de motifs CAG sur le

gene codant pour la protéine huntingtine. Cette protéine, portera alors une expansion
anormale de glutamine sur sa partie N-terminale, responsable des symptomes moteurs et

cognitifs de la maladie (Ross et al., 2014; Saudou and Humbert, 2016).

Dans le striatum, I’huntingtine mutée s’accumule au niveau intracellulaire et cause
notamment une diminution d’expression du canal K;4.1 astrocytaire. Cette diminution
d’expression induit une augmentation du K™ extracellulaire dépolarisant les neurones de
projections épineux (MSN) (Tong et al., 2014). L’apport par vecteurs viraux de K;4.1 permet
de restaurer la fonction de recapture du K par les astrocytes et d’atténuer les dysfonctions des
MSN. Dans un modele de souris transgénique pour la maladie de Huntington, il a été observé
une diminution de I’activité calcique astrocytaire associée a la diminution de K;4.1 et a une
diminution d’expression de GLT-1 (Jiang et al., 2016). Cette diminution de GLT-1 induit des
effets excitotoxiques dus aux défauts de recapture du glutamate. La restauration in vivo de
I’expression de K;4.1 restaure également celle de GLT-1 et permet de normaliser I’activité
calcique astrocytaire et la signalisation glutamatergique. Cibler les fonctions astrocytaire dans

cette pathologie semble donc offrir de nouvelles perspectives thérapeutiques.

2.2.1.2 Maladie de Parkinson.
La diminution de transmission dopaminergique, due a la perte des neurones dopaminergiques

de la substance noire compacte, est responsable des troubles moteurs et cognitifs de la

maladie de Parkinson (Aarsland et al., 2009; Hornykiewicz, 1975; Miller and DeLong, 1988).
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Chez un modele de singe parkinsonien, une diminution de la densité des épines dendritiques
est observée au niveau des MSN du striatum (Villalba and Smith, 2013). En paralléle, les
auteurs ont observé une augmentation de I’enrobage des synapses par les prolongements
astrocytaires périsynaptiques. Le role fonctionnel de cette augmentation du recouvrement n’a
pas été clairement établi, mais elle permettrait de préserver I’intégrité des synapses et de

diminuer les phénomenes d’excitotoxicité liés au glutamate.

Lors de mon stage de Master 2, grace a I’utilisation d’un modéle de blocage pharmacologique
de la transmission dopaminergique, nous avons mis en ¢évidence une augmentation de
I’activité calcique astrocytaire spontanée ainsi qu’une augmentation de la synchronie de ces
activités au sein du réseau astrocytaire de la substance noire réticulée, SNr (Bosson et al. 2015
article disponible en annexe). Dans cette étude, 1’utilisation de la stimulation a haute
fréquence du noyau sous-thalamique (traitement chirurgicale des formes sévéres de la
maladie) a permis de restaurer 1’activité calcique astrocytaire et la synchronisation du réseau
astrocytaire a leurs niveaux de base. En paralléle, j'ai mis en évidence dans un modele
Iésionnel a la 6-OHDA (hydroxydopamine injectée par stéréotaxie dans la substance noire
compacte) des remodelages structuraux des prolongements périsynaptiques astrocytaires
impliqués dans l'enrobage des synapses glutamatergiques de la SNr. Les astrocytes semblent
donc étre impliqués dans la plasticité synaptique structurale et fonctionnelle suite a une
déplétion en dopamine et pourraient supporter ou compenser certains mécanismes

physiopathologiques de la maladie de Parkinson.

2.2.1.3. Syndrome de Down (trisomie 21).
Cette pathologie est plutdt caractérisée par des anomalies neurodéveloppementales plutot que

par une réelle neurodégénérescence liée a 1’age. Néanmoins ce syndrome partage quelques

similitudes avec la maladie d’Alzheimer.

La trisomie du chromosome 21 place ce syndrome comme principale cause génétique de
retard mental (Graber et al., 2012). La caractéristique neuronale du syndrome de Down, est
une diminution du nombre d’épines dendritiques. De plus, ces épines présentent souvent une
morphologie allongée et tortueuse chez les adultes atteints du syndrome de Down qui semble
corrélée au développement de maladie d’Alzheimer chez ces patients (Ferrer and Gullotta,
1990). Enfin, le géne codant pour la protéine APP se situe sur le chromosome 21. La
possession de 3 copies de ce chromosome peut donc conduire a une surexpression d’APP et

par conséquent d’ AB;.4> (Hamlett et al., 2016).
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Les astrocytes ont été impliqués dans cette pathologie au travers d’études sur des modeles de
co-cultures neurone/astrocyte. La thrombospondine-1 (TSP-1) serait moins sécrétée par les
astrocytes induisant une diminution de densité des épines et des altérations morphologiques
(Garcia et al., 2010). Ce phénomene peut étre reverse par ajout exogene de TSP-1, cependant
il n’a pas été déterminé si I’ajout ou la surexpression de TSP-1 permet également de réduire
les atteintes morphologiques des épines in vivo. Il a également été mis en évidence, que les
astrocytes issus de cellules pluripotentes induites (iPSC) de patients atteints du syndrome de
Down, sont réactifs. En effet, il a ét¢é mis en évidence par immunohistochimie une
augmentation des marquages des protéines GFAP et S100B8 (Chen et al., 2014). Les
astrocytes, dans le contexte de cette pathologie, posseédent un déficit de la sécrétion de la
protéine APP associ¢ a des dysfonctions mitochondriales pouvant conduire a une

augmentation d’ APB;.4, (Busciglio et al., 2002).

2.3. Astrocytes et AR

Par opposition au nombre d’études neuronales, les astrocytes sont trés peu étudiés dans le
contexte de la maladie d’Alzheimer. Pourtant, comme 1’évoque la description récente de la
phase cellulaire de la maladie d’Alzheimer, les interactions neurones-glie, et notamment les
interactions neurones-astrocytes, pourraient avoir un role primordial face a la toxicité d’Ap.
Cette partie présentera les principales études s'intéressant aux implications astrocytaires dans

le contexte de la maladie d’Alzheimer.

2.3.1. Altérations morphologiques astrocytaires en présence d’A.
L’astrogliose est un changement morphologique astrocytaire qui s’observe lors de différentes

condition de stress (Burda and Sofroniew, 2014; Osborn et al., 2015). Ce changement
morphologique se traduit principalement par une augmentation d’expression de deux
protéines, la GFAP et S100B, et il s’accompagne d’une hypertrophie astrocytaire. L.’étude de
cerveaux post-mortem de patients atteints de la maladie d’Alzheimer a révélé la présence de
cette astrogliose (Meda et al., 2001; Verkhratsky et al., 2016a). Une étude observe une
corrélation entre 1’augmentation d’expression de la GFAP et les stades de Braak
précédemment décrits mais pas entre la quantité d’ AP extracellulaire et I’astrogliose (Simpson
et al., 2010). D’autres études décrivent cependant des mécanismes d’élimination de 1’AP;.4»
dépendant de I’astrogliose (Kraft et al., 2013; Wyss-Coray et al., 2003). Les astrocytes sont
fortement impliqués dans la dégradation et 1’élimination de I’Ap (pour revue voir Ries &

Sastre 2016). En effet, les astrocytes produisent différentes protéases capables de dégrader les
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formes monomériques et oligomériques d’AP telles que ’enzyme de dégradation de
I’insuline, la néprilisyne (pour les astrocytes réactifs) et les enzymes de conversion de
I’endothéline. D’autres protéases interviennent ¢également telles que [’activateur du
plasminogene, I’enzyme de conversion de 1’angiotensine ainsi que des metalloprotéinases.
Les astrocytes utilisent également des chaperonnes et des apolipoprotéines pour dégrader
I’AB. Enfin, les astrocytes seraient capable via le systeme glymphatique (Morris et al., 2014),
ainsi que la régulation des échanges entre le liquide cérébrospinal et le liquide interstitiel
durant le sommeil, d’éliminer le peptide AP du SNC (Xie et al.,, 2013). Les astrocytes

semblent donc représenter un premier mécanisme de défense pour contrer la toxicité d’Ap.

Sur des modéles de culture primaire d’astrocytes corticaux de rat et de tranches
organotypiques d’hippocampes, I’incubation de 5 a 10 uM d’AB;4> pendant 24 h induit une
augmentation d’expression de la GFAP (Alberdi et al., 2013; Garwood et al., 2011).
Cependant, 1’étude de modeles animaux transgéniques pour la maladie d’Alzheimer a révélé
que ’astrogliose n’est pas un processus uniforme et évolue selon un décours spatio-temporel
plus complexe (Figure 21). Chez la souris triple transgénique (3Tg, portant la mutation
APPgye, PSlmisev, et  Taupsgir, conduisant a la  surexpression d’Afj4 et
I’hyperphosphorylation de Tau) une atrophie astrocytaire, basée sur I’étude de marquages
immunohistochimiques de la GFAP, a été observée au niveau du cortex préfrontal (a partir de
3 jusqu’a 18 mois Kulijewicz-Nawrot et al. 2012) et du cortex entorhinal (a partir d’un mois
Yeh et al. 2011). Dans une autre étude utilisant la souris 3Tg, il a été¢ décrit une atrophie
concomitante d’une hypertrophie astrocytaire (Olabarria et al., 2010). L’atrophie est présente
au niveau du gyrus denté de ’hippocampe a partir de 6 mois jusqu’a 18 mois tandis qu’une

hypertrophie tardive apparait au niveau de CA/ a 18 mois a proximité des plaques amyloides.

L’atrophie astrocytaire semble donc précéder 1I’hypertrophie dans des modeles animaux de la
maladie d’Alzheimer. On peut donc imaginer une diminution du recouvrement synaptique par
les astrocytes lors des phases d’atrophie, conduisant a une excitotoxicité et a des processus
inflammatoires induisant, a terme, 1’astrogliose. L’étude des astrocytes dans la maladie
d’Alzheimer est un domaine certes grandissant, mais encore a 1’aube de son développement.
Ainsi, se justifie I’é¢tude de I’astrogliose, qui est un marqueur de la souffrance cellulaire lors
de contextes pathologiques. Cependant, au regard de la complexité astrocytaire, il serait
intéressant d’étudier d’autres changements morphologiques grace aux avancées
technologiques telles que la super résolution, directement au niveau des prolongements fins

astrocytaires.
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EC [ DG — CA1

> 9 mois > 12 mois > 12 mois
Atrophie > 1 mois > 6 mois > 18 mois
Hypertrophie - > 18 mois > 18 mois
a proximité des plaques a proximité des plaques

Figure 21 Décours spatio-temporel des changements morphologiques astrocytaire basés sur I'étude de
'expression de la GFAP. Cette figure regroupe les données disponibles pour I'évolution des plaques
amyloides, de l'atrophie et I'hypertrophie astrocytaire observée dans le modéle de souris transgénique 3Tg.

EC cortex entorhinal, DG gyrus denté, CA1 corne d’amont 1.

2.3.2. Signalisation calcique astrocytaire en présence d’Ap.
De nombreuses études basées sur ['utilisation d’astrocytes en culture ont démontré que

I’apport exogeéne de formes oligomériques solubles du peptide AP;4, induisent des
modifications des concentrations de calcium intracellulaire (pour revue voir Verkhratsky,

Zorec, et al. 2016; Verkhratsky, Rodriguez-Arellano, et al. 2016).

En 2010, Chow et collaborateurs observent, grace a l’utilisation de la sonde calcique
fluorescente Fluo-4 AM, que 5 uM d’A,.4> appliquées sur des cultures primaires d’astrocytes
de rat induisent, dés 15 minutes d’incubation, une augmentation de la fréquence des activités
calciques somatiques ainsi que de la proportion d’astrocytes présentant au moins une activité
calcique (Chow et al., 2010). L’application d’AB;4, induit également la propagation de

vagues calciques sur ces cultures (Figure 22 A).

En 2013, toujours sur cultures primaires d’astrocytes de rat, une étude montre que 100 nM
d’ABi42 incubés pendant 4 a 6 h suffisent a augmenter la concentration cytosolique de
calcium astrocytaire (Lim et al., 2013). L’utilisation de la sonde calcique ratiométrique Fura-2
AM a permis de mettre en évidence que cette concentration cytosolique basale double en
présence d’AB;.42 (50 nM vs. 100-150 nM en présence d’AP;.42). Aprés 24 h d’incubation, une
augmentation de I’expression des ARNm du récepteur mGIluRS5 astrocytaire a également été
observée par Rt-PCR. Ce dernier résultat fut confirmé par 1’augmentation de
I’immunoréactivité pour ce récepteur sur les cerveaux post mortem de patients (Lim et al.,

2013). Cette augmentation d’expression du récepteur mGIluRS est également retrouvée a
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proximité des plaques amyloides dans le cerveau de la souris transgénique APPgy/PS14po
(Shrivastava et al., 2013). Cette étude décrit en parallele un regroupement des récepteurs
mGluRS, suite a I’incubation d’astrocytes corticaux de rat avec 100 nM d’A;.42 pendant 5 a
60 minutes. La présence d’Af;4, induit de fagon concomitante un blocage de diffusion
membranaire du récepteur mGIluRS (identifié¢ par la technique du quantom dot based single
particle tracking). De plus, les oligoméres d’AP induisent 1’activation du récepteur mGIluR5

ce qui conduit a la libération d’ATP par les astrocytes.

I1 a également été établi un lien entre la signalisation glutamatergique et la neurotoxicité d’ AP
impliquant directement le partenaire (Talantova et al., 2013). Sur des co-cultures de neurones
et d’astrocytes corticaux de rat, I’application de faibles quantités d’AB;4, (de 55 pM a 250
nM) induit une libération de glutamate par les astrocytes, suite a 1’activation du récepteur
a7nAChR. La libération de glutamate astrocytaire, détectée par un senseur du glutamate
(SuperGluSnFR), est ensuite responsable d’une activation des récepteurs NMDA extra
synaptiques neuronaux. L’activation de ces récepteurs extra synaptiques conduit a une entrée
de Ca®" au niveau neuronal, la diminution de activité synaptique et la production de NO
(oxyde nitrique, espéce réactive azotée). Ceci résulte en une excitotoxicité conduisant a la

perte synaptique.

Ces différentes études, ainsi que d’autres (pour revue voir Verkhratsky, Zorec, et al. 2016;
Verkhratsky, Rodriguez-Arellano, et al. 2016), ont permis grace a I’utilisation de systémes
simplifiés, d’affirmer et de décrypter finement une implication de la signalisation calcique
astrocytaire dans la maladie d’Alzheimer. De plus, en 2009, I’implication des astrocytes dans
la maladie d’Alzheimer a été étudiée de facon plus intégrée, dans un modele in vivo, au
niveau du cortex de souris APPgy/PS14p9 (Kuchibhotla et al., 2009). Grace a I’imagerie bi-
photonique, Kuchibhotla et collaborateurs ont enregistré 1’activité calcique somatique
astrocytaire corticale in vivo en fonction de la proximité des plaques amyloides. Ils ont ainsi
mis en évidence que la concentration basale de calcium intracellulaire est plus élevée chez les
souris APP/PSl4e0 que chez la souche sauvage (WT), et ce, indépendamment de la
proximité des plaques amyloides. De maniere intéressante, les souris APPg,/PS14rg (agées de
6 a 8 mois) présentent une augmentation de la fréquence des activités spontanées
astrocytaires, indépendamment de 1’activité neuronale (I’augmentation de fréquence étant
toujours observée en présence de TTX). Ainsi, cette étude suggére une action directe d’ AP sur
les astrocytes, qui ne nécessite pas de relais neuronal. Cette étude décrit également une

synchronisation des activités calciques spontanées chez les souris APPgye/PS14gr9. Enfin, la
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présence de fortes concentrations d’ A4 chez ces animaux agés semble étre responsable de
I’apparition de vagues calciques in vivo (Figure 22 B et C). L’apparition de ces vagues
calciques semble corrélée a la proximité d’un astrocyte (appelé initiateur) avec une plaque
amyloide. Cette ¢tude in vivo démontre qu’en plus de la réponse neuronale a la toxicité du

peptide amyloide B a long terme, s’ajoute une forte réaction du réseau astrocytaire.
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Figure 22 Propagation de vagues calciques en présence d’AB1.42. (A) Détection d’'une vague calcique sur
culture d’astrocytes de rat chargés avec lindicateur calcique Fluo-4 AM en présence de 5 uM d’ d’AB1.4,. Le

code couleur représente la projection temporelle en seconde de la propagation d’une vague calcique. (B)
Propagation de vagues calciques in vivo dans un modéle de souris APPs,/PS14e9. Le code couleur représente la
séquence temporelle, les fleches la propagation spatiale. En rose, sont représentées les plagues amyloides
révélées par le colorant intravital methoxy-XO4. (C) L’astrocyte initiateur de la vague calcique se situe plus pres
d'une plaque que la moyenne des astrocytes actifs et inactifs. (A) d’apres (Chow et al., 2010) (B, C) d'aprés
(Kuchibhotla et al., 2009).

En parall¢le, une étude récente, réalisée sur des tranches de cerveau de souris transgénique
(APP/PS-1 21 agées de 5 a 9 mois) a mis en évidence une hyperactivité calcique astrocytaire a
proximité des plaques amyloides médiée par la signalisation purinergique (Delekate et al.,
2014). Dans cette étude, il a été observé un emballement de 1’activité calcique astrocytaire au
niveau du cortex somatosensoriel des souris transgéniques pour la maladie d’Alzheimer
(Figure 23). Cette hyperactivit¢ somatique est dépendante de la distance avec les plaques
amyloides et est médiée par la transmission purinergique. L’inhibition du récepteur P2Y ainsi
que le découplage des jonctions gaps (afin de bloquer la transmission paracrine de I’ATP)

permettent ainsi de normaliser cette hyperactivité calcique astrocytaire.

Enfin, en 2016, une étude a mis en évidence une implication du canal TRPAI1 dans les
mécanismes inflammatoires induits par la surproduction d’Af;4> (Lee et al., 2016). En
utilisant le modele de souris APPy/PS14r9, une augmentation significative de I’expression de

TRPAT1 (détectée par western-blot) a été décrite chez les souris transgéniques a 8 mois.
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Figure 23 Hyperactivité astrocytaire chez la souris APP/PS1-21. (A, B) Les astrocytes sont identifiés avec
l'indicateur calcique OGB-1 AM et la SR101. Les plaques sont identifiées avec le marqueur methoxy-XO4. Les
traces vertes représentent les variations de fluorescence des astrocytes inactifs et actifs, les hyperactifs sont
représentés en rouge. (C, D) Histogrammes de fréquences présentant la distribution des fréquences d’activités
calciques chez les souris APP/PS1-21 en rouge, et WT en bleu. L’histogramme rouge permet d’observer une
distribution plus étalée, regroupant une plus large gamme de fréquences. Les proportions associées sont

représentées par les camemberts. D’aprés (Delekate et al., 2014).

Enfin, en 2016, une ¢tude a mis en évidence une implication du canal TRPAI1 dans les
mécanismes inflammatoires induits par la surproduction d’Af;.4, (Lee et al., 2016). En
utilisant le modele de souris APPgy./PS14r9, une augmentation significative de I’expression de

TRPA1 (détectée par western-blot) a été décrite chez les souris transgéniques a 8 mois.

Ces souris présentent des déficits cognitifs ainsi qu’une production de cytokines pro-
inflammatoires (IL-183, IL-6 et IL-4). Le croisement de ces souris avec une souche de souris
TRPA1™" permet de limiter, dans cette étude, les dépots amyloides, de diminuer les déficits
cognitifs (lors des tests du labyrinthe en Y et de la piscine de Morris) et de diminuer la
production de cytokines pro-inflammatoires. Cependant, et de maniére surprenante, cette

lignée de souris (APPgye/PS14pg x TRPA1” 7) présente une augmentation de 1’astrogliose par
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rapport a la souche APPg/PSl4pge. Les auteurs émettent ’hypotheése que ces changements

résultent d’une activité calcique modifiée par la présence d’AB;.42. En effet, ils observent sur

culture d’astrocytes, une augmentation de D’activité calcique astrocytaire inhibée par

I’utilisation d’un antagoniste spécifique du canal TRPAL.

Ces différentes études (résumées dans le Tableau 6) suggerent donc trés fortement une

implication astrocytaire dans la maladie d’Alzheimer. Cette implication semble passer par

différents mécanismes, relayés par des modifications morphologiques et fonctionnelles. La

signalisation calcique astrocytaire semble elle aussi une cible de premier ordre pour les

formes oligomériques solubles du peptide amyloide p.

C’est dans ce contexte que s’est inscrit ce travail de thése.

Tableau 6 Résumé des effets d’AB sur la signalisation astrocytaire.

Acteurs
Etudes Modéles Exposition Ap Réponse calcique Astrogliose Cible d'Ap moléculaires
enaval
Kuchibhotla 2009  /n vivocortex Surproduction d' AB, s, chezla [Ca®*]i augmente S p de plaques amyloi Non déterminé Non déterminé

Chow 2010

Lim 2013

Shrivastava2013

Talantova 2013

Delekate 2014

Lim 2013

Souris APP,, ./PS1 (6 & 8 mois) souris transgénique

Cultures primaires astrocytes corticaux 5 UM ABy .4 15 min

(rat)

Cultures primaires astrocytes corticaux 100nM AB,,;446h
(rat) Cerveaux pest mortem

Cultures primaires astrocytes corticaux 100nM AB14, 5 & 60 min
(rat)

APP ,,o/PS1 54 (6 & 16 mois)

Ce-cultures astrocytes corticaux (rat) S5 pM a 250nM ARy,

Surproductiond’ AR 4 chezla
souris transgénique

In vivo cortex somatosensoriel

Cultures primaires astrocytes corticaux 2 UM AB4 4, 0 & 60 min
et hippocampiques

Souris APP,,,o/PS1 4 (8 mois)
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Augmentation de la fréquence des activités somatiques
Observation de vagues calciquesa proximité des plaques

Augmentation de la proportion d'astrocytes actifs
Augmentation de la fréquence des activités somatiques
Observation de vagues calciques

[Ca?*]i double
Augmentation de la proportion d'astrocytes actifs en culture

Augmentation de la proportion d'astrocytes actifs en culture

[Ca®]i augmente

Augmentation de la proportion d'astrocytes actifs
Augmentation de la fréquence des activités somatiques

[Ca?*]i augmente

Augmentation du marquage GFAP et S100B
Supposée, longue incubation

Confirmée sur cerveaux post mertem

Augmentation du marquage GFAP & 6 et 16 mois chez
souris transgénigues

Non déterminé

Augmentation du marquage GFAP

Augmentation du marquage GFAP

Non déterminé

Indirect,
calicneurine,
NF-KB, NFAT

mGIuRS

a7nAChR

P2Y,

TRPA1

Non déterminé

Augmentation
ARNm mGIuR5
et IP;R2

Libération
astrocytaire
d'ATP

Libération de
glutamate
astrocytaire
induisant
l'activation des
NMDAr extra
synaptiques

Non déterminé

Production de
cytokines
inflammatoires
par les
astrocytes



3. Objectifs

L'é¢tude de l'implication des astrocytes dans la physiopathologie de la maladie d'Alzheimer
suscite donc un intérét croissant. Cependant, I'ensemble des études actuelles se focalisent sur
les stades tardifs de la pathologie c'est a dire lorsque les plaques amyloides sont déja présentes
dans le cerveau. Or, a ces stades tardifs, les astrocytes sont déja dans un état
physiopathologique particulier (souvent en astrogliose) et impliqués dans des processus
inflammatoires déja bien stabilisés. Il nous a semblé¢ important de nous intéresser aux
premicres étapes de la pathologie, a des stades précoces qui sont encore asymptomatiques
mais ou la toxicité du peptide est déja avérée, et ce avant l'apparition des plaques et de
l'astrogliose. A ces stades précoces, il est connu que le peptide AP sous sa forme oligomérique
est d'ores et déja pourvu d'une toxicité qui affecte a la fois la structure et la fonction des
synapses (Becerril-Ortega et al., 2014; Frandemiche et al., 2014; Kervern et al., 2012; Rush
and Buisson, 2014). Nous avons donc cherché a mettre en évidence l'implication des
astrocytes voisins dans cette toxicité synaptique. Pour cela, nous avons étudi¢ I'excitabilité
calcique astrocytaire dans un modéle de tranche aigue d'hippocampe, au sein du stratum

radiatum.

Etant donné la complexité de l'architecture et de la signalisation astrocytaire, nous avons
¢tudié en paralléle le fonctionnement en réseau de ces cellules et la signalisation calcique des
compartiments de l'arborisation astrocytaire avec pour objectifs de répondre a différentes

questions :

1. Comment Dactivité calcique du réseau astrocytaire et des compartiments de
I’arborisation astrocytaire évolue en présence de faibles concentrations d'ABo au sein

du stratum radiatum de I'hippocampe ?

ii.  Quels sont les acteurs moléculaires impliqués dans cette signalisation calcique ?

iii.  Est-ce que les modifications de 1’activité calcique induites par APB;.4, peuvent avoir

des répercussions (bénéfiques ou délétéres) sur 1’activité neuronale a proximité ?
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En conséquence, les premicres étapes de mon projet de thése ont consisté a développer des
méthodes d’imagerie permettant d’étudier les modifications de I’activité calcique astrocytaire
induites par les formes oligomériques solubles d’AB;.4> (APo) a faible concentration (100 nM)

et sur des temps courts, sur tranches aigues de cerveau de souris.

Nous avons ¢étudié 1’activité calcique au niveau du réseau astrocytaire par des méthodes de
chargements globales. Par contre, les prolongements fins ne sont pas accessibles par ces
techniques. J'ai donc adapté une méthode utilisant la pipette de patch pour charger un
astrocyte unique avec une sonde calcique chimique (Fluo-4) (Di Castro et al., 2011; Nett et
al., 2002). Cette méthode a permis d'avoir acces aux prolongements fins de cette cellule
complexe et d'enregistrer les activités calciques compartimentées au sein de l'arborisation

complexe de ces cellules.

En parallele, nous avons utilisé des approches pharmacologiques afin d'identifier les acteurs

de la signalisation astrocytaire impliqués dans les effets précoces d'Afo.

Enfin, par mesure de 1’activité synaptique spontanée des neurones pyramidaux de CAl sur
tranche aigue d’hippocampe de souris, nous avons évalué les répercussions neuronales de

I’impact d’APo sur I’activité calcique astrocytaire.

Ces études ont été menées sur des souris saines et des souris transgéniques modeles de la

maladie d'Alzheimer, les souris APP/PS1-21.
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Description de la méthode de chargement d'un astrocyte unique par le Fluo-4.

4. Matériel et méthodes

L'ensemble du matériel et des méthodes utilisés dans ce projet sont décrits dans l'article qui a
découlé de ce travail et qui est présenté dans la partie suivante. Je vais simplement détailler ici
la technique principale qui m'a permis d'accéder a la signalisation calcique des compartiments

de l'arborisation astrocytaire.

4.1. Description de la méthode de chargement d’un astrocyte unique par le
Fluo-4.

L’¢lectrophysiologie définit 1’étude des phénomenes électriques et électrochimiques qui se
produisent dans les tissus ou les cellules. Parmi les techniques d’électrophysiologie, la
méthode du patch-clamp, mise au point en 1976 par Erwin Neher et Bert Sakmann, permet
d’enregistrer 1’activité des cellules excitables par mesure des changements du potentiel
membranaire et des mouvements ioniques (Neher and Sakmann, 1976). Parmi les différentes
variantes du patch-clamp, une configuration dite en cellule entiére, permet d’avoir acces a

tous les mouvements ioniques de la cellule « patchée ».

Le principe de la technique repose sur I’utilisation de deux ¢électrodes : 1’¢lectrode
d’enregistrement et 1'¢lectrode de référence. L’¢lectrode d’enregistrement est placée dans une
pipette de verre remplie d’un liquide conducteur (dont la composition est proche de celle du
milieu intra- ou extracellulaire selon les configurations) et 1’¢lectrode de référence est placée
dans le milieu extracellulaire. Les mesures de différences de potentiel entre ces deux
¢lectrodes permettent alors de mesurer des courants ou des voltages. La technique s’effectue
en différentes étapes. La pipette de verre contenant 1’électrode d’enregistrement est tout
d’abord mise en contact étanche avec la cellule a enregistrer. Cette premicre étape permet
d’obtenir la configuration cellule attachée ou les variations de potentiels membranaires
peuvent étre détectées. Par la suite, la rupture de la portion membranaire située sous la pipette

permet d’atteindre la configuration cellule enticre.

Les astrocytes étant plutdt silencieux du point de vue de ’activité électrique, certains groupes
de recherche ont eu I’idée de détourner cette technique, afin d’utiliser la configuration en
cellule entiere pour délivrer des petites molécules a la cellule patchée (Di Castro et al., 2011;

Nett et al., 2002). L’idée, pour les astrocytes, était de délivrer un indicateur calcique a un
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astrocyte unique afin de pouvoir étudier son activité calcique jusque dans ses prolongements

les plus distaux.

Cette technique (Figure 24 A-C) consiste a remplir la pipette d’enregistrement avec une
solution proche du milieu intracellulaire astrocytaire supplémentée de 200 pM de Fluo-4.
Aprées le passage en configuration cellule attachée, le Fluo-4 va diffuser passivement dans
I’astrocyte. Tous les indicateurs calciques, méme s’ils interagissent de fagon dynamique avec
I’ion Ca®*" (le K4 du Fluo-4 pour le calcium est de 345 nM) et respectent ainsi au mieux la
dynamique des fluctuations calciques, tamponnent 1égérement le Ca®". Afin de minimiser
I’effet tampon du Fluo-4 et également d’éviter une dialyse du milieu intracellulaire, la
solution intrapipette ne contient pas d’EGTA et les astrocytes ne sont maintenus en
configuration cellule entiére qu’entre 2 min 30 et 5 min au maximum. Ensuite, la pipette de
patch est minutieusement retirée, afin de permettre a la membrane plasmique de a I’astrocyte
de se refermer. L’acquisition par microscopie confocale est réalisée 15 a 20 min apres le
retrait de la pipette, pour permettre au Fluo-4 de diffuser dans I’ensemble de ’arborisation de
I’astrocyte avec une diffusion du Fluo-4 équivalente voire supérieure a celle de la
sulforhodamine 101. Cette méthode s’est avérée trés pertinente pour avoir accés a la totalité
de ’arborisation astrocytaire (Figure 25). Les images sont acquises dans un seul plan focal, a

1,2 s d'intervalle et sur une période de 5 min.

D’autres méthodes, basées sur ’utilisation de GECI (sonde calcique génétique couplé a des
molécules fluorescentes) permettent ¢galement d’avoir acces a I’activité calcique astrocytaire
dans les prolongements fins. Cependant, ces techniques comportent certains biais
incompatibles avec les objectifs de ce travail de thése. Tout d’abord ces sondes nécessitent
d’étre injectées aux animaux par vecteurs viraux ou par ¢€lectroporation. Ces deux méthodes
sont invasives et peuvent induire 1’apparition d’astrogliose réactionnelle. L’expression de ces
sondes, sous le controle d’un promoteur astrocytaire induit une expression dans plusieurs
astrocytes, il devient alors difficile de distinguer 1’origine des prolongements fins entre
plusieurs astrocytes. Enfin les caractéristiques de ces sondes telles que leur rendement de
fluorescence et leur ratio signal sur bruit sont, pour I’instant moins optimums que celles de la

sonde calcique chimique Fluo-4 (Thomas et al., 2000).

Nous avons ensuite mis au point une méthode d’analyse des signaux calciques, qui soit
adaptée a la quantité d’informations fournies par cette méthode. L’¢tude de Di Castro et

collaborateurs avait mis en évidence une compartimentation de ’activité calcique dans les
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prolongements, délimitée par des territoires d’environ 1 pum? Nous avons donc placé
manuellement, le long des prolongements accessibles dans le plan focal imagé, des régions
d’intérét (ROI) d’approximativement 1 um? (Figure 24 E panneau de droite) ainsi qu’une
ROI somatique. Le nombre de territoires présentant une activité calcique ainsi que la
fréquence des activités ont été enregistrés a 1’aide d’un logiciel permettant d’analyser
I’activité calcique, basé sur le calcul du ratio de fluorescence AF/Fy, ou Fy est déterminée a

partir de I’intensité de fluorescence moyenne de toutes les ROI (Platel et al., 2007).
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Figure 24 Méthode d’étude de I'activité calcique astrocytaire sur tranche aigue d’hippocampe au niveau
des prolongements astrocytaires. (A) Représentation schématique de I'’hippocampe, la zone verte correspond
au stratum radiatum de I'hippocampe au sein de laquelle les astrocytes ont été imagés. (B) Visualisation d’'un
astrocyte en configuration cellule entiere. Les pointillés délimitent la couche des neurones pyramidaux de CA1.
La pointe de fleche indique la pipette de patch. La fleche indique le soma de l'astrocyte patché. (C) Visualisation
3D du volume d’un astrocyte chargé en Fluo-4 par la pipette de patch et reconstitué a I'aide du module 3D Viewer
d’'Imaged. (D) Projection en z en pseudo couleurs du volume de l'astrocyte chargé avec le Fluo-4. (E) Image en
2D de microscopie confocale d’'un chargement des prolongements astrocytaire (gauche) et des microdomaines
associés (droite). (F) Enregistrement de variations de fluorescence reflétant I'activité calcique au sein de certains
microdomaines. Les activités surlignées en rouge représentent des activités qui se propagent le long de plusieurs

microdomaines, les bleues sont des activités focales.
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Nous avons ¢également distingué les activités qui se propagent au sein de 4 microdomaines et
plus (dites expanded) et celles ne se propageant pas au-dela de 3 microdomaines (dites focal)
(Figure 24 F). Ces deux types d'activités ont été décrits au niveau du gyrus denté par Di
Castro et collaborateurs et ne semblent pas faire intervenir les mémes régulations. Les
activités focal semblent indépendantes des potentiels d’action (persistent en présence de
TTX), tandis que les activités expanded semblent dépendre des potentiels d’action des
neurones voisins (Di Castro et al., 2011). A la fin de chaque enregistrement, une série
d’images sur plusieurs plans focaux (avec un pas de 0,5 um) a été effectuée afin d’avoir acces

a ’ensemble du volume de diffusion du Fluo-4 dans I’arborisation astrocytaire (Figure 25).

Cette technique, représente le fil conducteur des travaux de ce manuscrit. Elle a été associée a
des études de I'activité du réseau astrocytaire par des techniques de chargement globale (Fluo-
4 AM), des études ¢€lectrophysiologiques de 1'activité spontanée neuronale (enregistrement des

courants excitateurs post-synaptiques EPSCs) et des marquages immunohistochimiques.
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Figure 25 Exemples de projections en z du volume astrocytaire révélé par le chargement en Fluo-4 dans
I’ensemble du territoire astrocytaire. Barre d’échelle : 10 pm.
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5. Résuitats

5.1. Article scientifique.

Les résultats de mes travaux de thése sont présentés sous la forme d’un article scientifique,
récemment soumis pour publication dans une revue a comité de lecture. Nous avons mis en
place différentes stratégies pour répondre aux problématiques décrites dans la partie

« objectifs ».

Au travers de cet article, nous avons décrit un impact trés précoce d'APo sur I’activité
calcique astrocytaire, a la fois au niveau du réseau et au niveau de 1’arborisation astrocytaire.
Nous avons également mis en évidence des modifications de 1’activité synaptique neuronale,

en lien avec les modifications d’activité calcique astrocytaire.

Ces résultats constituent la premieére démonstration d’une hyperactivité calcique astrocytaire
induite par APo sur tranche aigue de cerveau de souris, a faible concentration et sur des temps
courts. Cette hyperactivité astrocytaire est retrouvée des les premiers stades de surproduction
du peptide amyloide dans un mod¢le de souris transgénique pour la maladie d’Alzheimer
(avant P’apparition de 1’astrogliose et des plaques séniles). Ces effets n’avaient jamais été
décrits a I’échelle des microdomaines de I’arborisation astrocytaire. Nous avons également
identifié¢ un acteur moléculaire, récemment impliqué dans la signalisation astrocytaire, comme
une nouvelle cible d'ABo, le canal TRPAI1. L’inhibition de ce canal permet de bloquer
I’hyperactivité calcique astrocytaire ainsi que les perturbations précoces de [’activité
synaptique. Par conséquent, garantir I’intégrité des interactions entre neurones et astrocytes

semblent étre un ¢élément déterminant dans la physiopathologie de la maladie d’ Alzheimer.

Ce travail met en lumicre de nouvelles contributions astrocytaires dans les phases précoces de
la maladie d’Alzheimer, dont la prise en compte offre de nouvelles opportunités dans le

maintien d’une transmission synaptique efficace.
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Abstract

Astrocytic alterations have been reported in Alzheimer's disease (AD) but astrocytes behavior
and involvement in early phases of AD remained largely undefined. Here we measure
astrocytic calcium activity in mouse CAl hippocampus stratum radiatum at two different
levels, the astrocytic network and the highly compartimentalized astrocytic arbor. We find
that application of soluble AP oligomers induced fast and widespread calcium hyperactivity in
the astrocytic network and the microdomains of the astrocyte arbor. We show that astrocyte
hyperactivity is independent on neuronal activity and is repaired by TRPAI1 channels
blockade. Consequently, this TRPA1 channels-dependent hyperactivity influences
neighboring CA1 neurons triggering an increase in glutamatergic spontaneous activity.
Interestingly, astrocyte calcium hyperactivity also takes place at the beginning of AP
production in an AD mouse model (APP/PS1-21 mouse) and depends on TRPAT1 channels.
Together, our data suggest that astrocyte is a frontline target of Afo and highlight a novel
mechanism for the understanding of early synaptic dysregulation induced by soluble Ao

species.
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Introduction

Formation of toxic amyloid-f (AP) species and their accumulation in plaques are key
hallmarks in the pathogenesis of Alzheimer's disease (AD) but it has now been recognized
that, far ahead of plaques formation, soluble AP oligomers (APo) are the pathology-triggering
species'. More specifically, ABo manage a progressive loss of synaptic connectivity leading to
neurodegeneration. Astrocytes are important safeguards of synaptic function and it becomes
increasingly evident that these cells accomplish a more important role in brain function than
previously thought. The loss of synapses may reflect functional downfall of astrocytes. These
cells possess receptors and signaling machinery for all known neurotransmitters thus sensing
neuronal activity’. They also actively secrete gliotransmitters such as ATP, glutamate, D-
serine hence modulating activity of neuronal receptors™. Consequently, through their
involvement in the tripartite synapse, they both sense and modulate synaptic output’.

Unlike neurons, astrocytes are electrically non-excitable cells but they are equipped with
numerous channels, receptors or exchangers triggering Ca”" signals. Thus, astrocytic
excitability is based on highly spatiotemporally coordinated fluctuations of intracellular Ca®"
concentration relying on plasmalemmal and intracellular channels®. Important progress has
been made in studying astrocytes branches Ca®" signaling since they are the primary sites for
interactions with neurons’”. Direct monitoring of Ca®" dynamics in the processes of adult
mouse hippocampal astrocytes has revealed intense local and compartmented activity that is
dissociated from activity in the cell body®. However, until recently, it was difficult to
specifically explore this astrocytic calcium activity since channels and receptors involved in
astrocytic calcium signaling were commonly expressed in neurons. The discovery of TRPAL1
channel as an important mediator of Ca®" entry specifically expressed in stratum radiatum

astrocytes' !

provided new opportunity to explore astrocyte signaling and neuron-astrocyte
interaction.

In late transgenic AD mouse models, i.e. in phases associated with plaques formation, it has
been shown that astrocytic calcium activity dramatically increases, becomes synchronous
nearby AP plaques and coordinates calcium signals at long distance'>. Within somatosensory
cortex, this astrocyte hyperactivity around plaques is mediated by purinergic signaling'’.
Surprisingly, astrocytes behavior and reactions in early phases of AD remained largely
undefined despite their probable involvement in the progressive loss of synaptic connectivity
and in the complex and critical cellular phase of AD',

In this work, we monitored astrocytic calcium activity within the CA1 stratum radiatum

region of the mouse hippocampus both at a network level and at a single cell level, focusing
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in the astrocytic arbor. We characterized spontaneous Ca”" signaling properties at these two
related levels and showed that ABo exposition induced at once a global and a local Ca*
hyperactivity. We showed that this hyperactivity was independent on neuronal activity and
was totally restored to physiological level by blocking TRPAT1 channels. This TRPA1
channels-dependent influence of APo on astrocyte activity consequently impacted
neighboring CA1 neurons increasing glutamatergic spontaneous activity. In an AD mouse
model, we found that astrocyte hyperactivity was an early phenomenon setting up at the onset
of AP production and preceding TRPA1 channel overexpression. Overall, our data provide a

novel mechanism for the understanding of early toxicity of soluble ABo species.
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Results

Ca™ activity in astrocytic network and processes in mouse hippocampus

Ca®" signals encoding is known to be different in astrocytic cell body versus processes and
involves different calcium sources such as internal stores release or external entry. Spatio-
temporal Ca>" activity characteristics within astrocyte correlate to specific function associated
with different territories. Astrocytes not only operate as individual cells but also take part in
functional network through gap-junction coupling allowing remote communication in
delimited functional brain area. We studied astrocytic Ca*" activity at once in the astrocytic
network and in single cell microdomains on mouse hippocampal slices (P17-P23) by using
two complementary imaging techniques: 1) Fluo-4 AM bulk loading to record calcium activity
in the astrocytic network and ii) whole-cell patch-clamp technique to load individual
astrocytes with Fluo-4 dye giving access to single cell processes territory (Supplementary Fig.
1).

We analyzed signals by positioning regions of interest (ROIs) either in each cell body of Fluo-
4 AM loaded astrocytes (20.0 = 1.3 ROIs by frame; n = 43 slices from 14 animals in
physiological condition; Fig. 26a,b) or by subdividing the entire patch-clamp loaded territory
into subregions of similar area (1 pm?; 111.7 £ 7.3 ROIs by astrocyte; n = 7 astrocytes from 6
animals in physiological condition; Fig. 26e,f). These subregions corresponded to functional
microdomains as previously defined by Di Castro et al.® since their size matched
approximately the synaptic density in the neuropil region. We investigated some of the
temporal properties of astrocytic Ca®" signals (such as the proportion of active cells, the
proportion of active microdomains, the frequency of events) and some of the spatial
properties of Ca®’ signals within the astrocytic arbor (such as the events propagation).

In physiological condition, 49.1 + 2.2 % of bulk loaded astrocytes were spontaneously active
during a 5 min recording period (n = 43 slices from 14 animals) with a mean frequency of
0.49 + 0.01 event/min (n = 817 astrocytes; Fig. 26¢). Frequency histograms revealed that the
occurrence of Ca™" events in the astrocyte population was similar to a Poisson distribution
with A = 1.85 suggesting that spontancous Ca®" event within stratum radiatum was a
stochastic phenomenon (Fig. 26d). Based on an in vivo study performed in mouse cortical
astrocytes'®, we classified astrocytes as inactive (0 event/min), active (0.2 - 0.6 event/min)
and hyperactive (> 0.6 event/min). We observed a minority of hyperactive astrocytes (11 %)
within mouse hippocampus stratum radiatum in physiological condition (Fig. 26d).

This spontaneous activity is independent on neuronal activity since TTX (500 nM) had no

effect on either the proportion of active astrocytes or the frequency of calcium activity or the
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proportion of active/hyperactive astrocyte (Fig. 27a,b,c). This therefore confirmed that the
astrocytic network activity is totally autonomous within the mouse hippocampus stratum
radiatum®.

In single patch-clamp loaded astrocyte, we had access to Ca”" activity in a two-dimensional
acquisition plane representing on average 1945.3 + 140.1 um” (n = 7 astrocytes). We analyzed
spatio-temporal encoding of Ca*" signals in 111.7 £ 7.3 microdomains within the astrocytic
arbor. In physiological condition, 57.9 + 4.8 % of these microdomains were active (i.e. at least
1 Ca*" event) during a 5 min recording period with a mean activity frequency of 0.59 + 0.01
event/min (n = 782 ROIs; Fig. 26g). As previously described in mouse dentate gyrus
astrocytes®, we identified two types of Ca’" events: "focal events" that are confined to 1 to 4
microdomains and "expanded events" appearing in more than 4 contiguous subregions (Fig.
1h; Supplementary Movie 1). Focal events were the large majority (67 %) occurring randomly
in all subregions. Expanded events arose less often (33 %) and spread over 7.1 + 0.4 pm?,
Within stratum radiatum, these two types of Ca”” event were independent on neuronal action
potentials since TTX application didn't affect either the proportion or the frequency of focal

and expanded events (Fig. 27d,e).
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Figure 26 Detection of global and compartimentalized Ca® events in astrocytes. (a) Fluo-4-loaded
astrocytes in the stratum radiatum of a mouse coronal slice. Fluorescence variations were analyzed in astrocyte
cell bodies (red square). (b) Example of typical fluorescence variations recorded in physiological condition. (c)
Proportion of astrocytes displaying calcium activity during a 5-min recording. Each dot corresponds to individual
value for each recorded slice (n = 43). (d) Frequency histogram showing the occurrence of Ca”" events in the
astrocyte population and the related theoretical Poisson distribution (grey curve). Pie chart representing inactive
(0 event per min), active (0.2-0.6 event per min) and hyperactive (> 0.6 event per min) astrocytes in physiological
condition. (e) Single patch-clamp Fluo-4-loaded astrocyte in the stratum rad/atum of a mouse coronal slice.
Fluorescence vanatlons within processes were analyzed in subregions of ~1 um? (red square) in a single z-plane.
(f) Time-lapse Ca®* imaging in an astrocyte process showing an example of Ca®* event. Time between frames, 15
s. The black curve corresponded to the fluorescence signal recorded in a selected ROI (red square, first image).
(g) Proportion of subregions displaying a calcium activity during a 5-min recording. Each dot corresponds to
individual value for each recorded astrocyte (n = 7). (h) Artificial color superposition of focal Ca® events (1-4
contiguous subregions, blue) and expanded ca® events (> 4 contiguous subregions, red) occurrlng during a 5-
min recording in an astrocyte process, as defined by Traces showing occurrence of Ca peaks in contiguous
subregions with blue and red highlights identifying focal (blue) and expanded (red) Ca? events respectively. In
physiological condition, focal events represent the major part of Ca®" events within the astrocytic processes.
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Astrocytic Ca®" signaling involves both internal Ca®" stores and external Ca®" entry. Within
the astrocytic network, removal of external Ca’" from the bath (ACSF - 0 Ca*" - EGTA 1 mM)
had no effect on the proportion of spontaneously active astrocytes (48.2 £ 2.7 % in Ca*'-free
medium vs 49.1 £ 2.2 % in ACSF; n = 9 slices from 5 animals; p =0.97) but aborted
approximately 35 % of events within active cells (0.31 + 0.02 event/min in Ca*"-free medium
vs 0.48 £ 0.01 in physiological condition; n = 103 astrocytes; p < 0.0001) meaning that one
third of somatic Ca’" events depended on a Ca’" entry (Fig. 27a,b,c). Particularly, the
proportion of hyperactive/active astrocytes was strongly affected (3 % of hyperactive
astrocytes versus 11 % in physiological condition; p < 0.001).Yet, location of internal stores
is not uniformly distributed in the astrocytic territory since they are concentrated in cell body
and thick processes, thin astrocytic processes being practically devoid of Ca*" stores'™.
Consistently, we observed that removing external Ca®" suppressed nearly all the
compartmentalized Ca®" transients in the astrocytic arbor (5.1 + 1.3 % active territories vs
57.8 £ 4.8 % in physiological condition; n = 7 astrocytes from 6 animals; p = 0.0006) and
reduced the frequency of the residual signals (0.41 £ 0.01 event/min vs 0.59 £+ 0.01 in
physiological condition; n = 687 ROlIs; p =0.04) (Fig. 27d,e).
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Figure 27 Spontaneous Ca’* events are fully autonomous and partly depend on external Ca® entry. (a, b)
Within the astrocytic network, proportion of astrocytes displaying calcium activity and frequency of astrocyte
calcium activity in physiological condition (grey; n = 43), under 500 nM TTX application (dark blue; n = 6) or in
Ca?*-free medium (0 Ca; light blue; n = 9). Each dot corresponds to individual value for each recorded slice
(proportion) or each recorded ROI (frequency). (c) Frequency histogram revealing that 500 nM TTX had no effect
on the frequency distribution whereas significantly less astrocytes were hyperactive in Ca?'-free medium (0 Ca;
light blue). (d, e) Within single astrocyte arbor, proportion of subregions displaying calcium activity and frequency
of astrocyte calcium activity in physiological condition (grey; n = 7), under 500 nM TTX application (dark blue; n =
7) or in Ca**-free medium (0 Ca; light blue; n = 7). Each dot corresponds to individual value for each recorded
astrocyte (proportion) or each recorded ROI (frequency). Results are compared with the physiological condition
with *, p < 0.05; **, p < 0.01 and ***, p < 0.001.

Astrocytes become hyperactive in presence of amyloid-f§ oligomers

To investigate the effect of soluble AP;.4, oligomers (APo) on astrocytic calcium signaling,
we perfused hippocampal slices with 100 nM of oligomeric forms of the peptide during 5 min
before recording. At the network level, application of ABo resulted in a significant increase in
the proportion of active astrocytes (69.7 = 2.1 % vs 49.1 £ 2.2 % in physiological condition; n
= 12 slices; p < 0.0001; Fig. 28a). Within active cells, the frequency of Ca*" events also
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significantly rose (0.83 = 0.04 event/min vs 0.48 + 0.01 event/min in physiological condition;
n = 237 astrocytes; p < 0.0001; Fig. 28b). Frequency histogram was switched to high
frequency and developed differently from the basal Poisson distribution (A = 4.39; Fig. 28c).
This suggested that Ca®” event was not anymore a stochastic phenomenon but was managed by
APo. The fraction of hyperactive astrocyte (i.e. > 0.6 event/min) was significantly larger
(41 % in APo condition vs 11 % in physiological condition; p = 0.012; Fig. 28c). Thus, under
application of 100 nM Ao, there is an increase in the population of hyperactive astrocytes at
the expense of basal-active and -inactive astrocytes.

In individual patch-clamped astrocyte, application of ABo induced a significant increase of
the fraction of active territories (75.8 + 2.5 % vs 57.9 + 4.8 % in physiological condition; n =
13 astrocytes; p = 0.0055; Fig. 28f) with no effect on the frequency of Ca*" events within
these microdomains (0.54 £+ 0.01 vs 0.59 + 0.02 event/min; n = 1806 ROIs; p = 0.178; Fig.
28g). Both focal and expanded events numbers were increased and the ratio of expanded/focal
Ca”" events was not significantly affected by Ao (41 % in APo condition vs 33 % in
physiological condition; p = 0.27; Supplementary Fig. 4a). However, expanded events size
significantly increased compared to physiological condition (9.2 + 0.5 pum?* vs 7.1 £ 0.4 pm?;
p = 0.045; Supplementary Fig. 4b).

Application of monomeric forms of AB;.42 (APm) had no effect on either the proportion of
active cells or the Ca>" signal properties within cells confirming that only oligomeric forms of
AP were responsible for this Ca>" hyperactivity (n = 14 slices from 4 animals; Supplementary
Fig. 2). Major oligomers present in our samples were low-molecular weight oligomers (2- to
4- mers; Supplementary Fig. 2).

Thus, 100 nM Ao triggered astrocytic calcium hyperactivity within the stratum radiatum as
soon as 5 minutes in the astrocytic network, manifested as an increase of the proportion of
active cells along with an increase of the frequency of individual Ca®" events. Interestingly,
this global hyperactivity went along with a sustained increase of Ca®’ activity within
astrocytic processes including an increase of the proportion of active microdomains together

with an increase of the expanded events size in the astrocytic processes.
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Figure 28 Extracellular ABo application induces astrocytes hyperactivity. (a, b) Within the astrocytic
network, proportion of astrocytes displaying calcium activity and frequency of astrocyte calcium activity in
physiological condition (grey; n = 43), under 100 nM ABo application (orange; n = 12), 100 nM ABo + 500 nM TTX
co-application (dark blue; n = 8) and 100 nM ABo in Ca®'-free medium application (0 Ca; light blue; n = 8). (c, d,
e) Frequency histogram revealing that significantly more astrocytes were hyperactive and less were inactive
under 100 nM ABo application or 100 nM ABo + 500 nM TTX co-application. ABo-induced hyperactivity is
abolished in Ca®*-free medium. Related theoretical Poisson distributions were shown accordingly. (f, g) Within
single astrocyte arbor, proportion of subregions displaying calcium activity and frequency of astrocyte calcium
activity in physiological condition (grey; n = 7), under 100 nM ABo application (orange; n = 13), 100 nM ABo + 500
nM TTX co-application (dark blue; n = 5) and 100 nM Ao in Ca®'-free medium application (0 Ca; light blue; n =
5). Results are compared with the physiological condition with *, p < 0.05; **, p < 0.01 and ***, p < 0.001 or the
ABo condition with #, p < 0.05; ##, p < 0.01 and ###, p < 0.001.

Apo-induced astrocytic Ca** hyperactivity is independent on neuronal activity and
involves external Ca*" entry

APo could potentially affect directly and/or indirectly Ca*" signaling within astrocytes. In
order to ascertain the neuronal part in the astrocyte hyperactivity, we co-applied 500 nM TTX
with 100 nM APo. In bulk loading condition, TTX had no effect on the AB-induced astrocytic
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Ca”" hyperactivity either in the proportion of active astrocytes (61.9 + 2.2 %; n = 8 slices from
6 animals) or in the frequency of Ca’" events (0.89 + 0.04 event/min; n = 145 astrocytes; Fig.
28a,b). The proportion of hyperactive astrocytes was similar (p = 0.16) and the frequency
distribution was not impacted by TTX application (Fig. 28d). In the same way, in individual
patch-clamped astrocyte, the blockade of action potentials with TTX did not affect the Ao
effect on the proportion of active territories (n = 5 astrocytes from 4 animals; p = 1.0) and on
the frequency of Ca®" events (n = 870 ROIs; p = 0.9; Fig. 28f,g). The enlarged size of
expanded events was not reduced with TTX (9.0 + 0.5 pm?; p = 0.68; Supplementary Fig. 4).
These data suggested that, within 5 min, APo acts directly on astrocyte signaling
independently of any neuronal activity.

To assess the external and/or internal origin of Ca®" implicated in the APo-induced Ca*
hyperactivity, we applied 100 nM Ao in Ca*'-free ACSF. Within the astrocytic network, we
observed a 60 % decrease of the proportion of active astrocytes (28.1 + 2.7 % active
astrocytes in Ca’'-free medium versus 69.7 + 2.1 % in ACSF; n = 8 slices from 6 animals; p =
0.0002; Fig. 28a). The APo-induced frequency increase of Ca’" events was also strongly
reduced in Ca*"-free medium (0.30 £ 0.03 event/min; n = 73 astrocytes; p < 0.0001; Fig. 28b)
and the proportion of hyperactive cells strongly declined (6 % vs 41 %; p < 0.0001; Fig. 28e).
Within astrocytic processes, removing external Ca®" avoided 1/3 of compartmentalized Apo-
induced Ca®" hyperactivity (25.2 + 5.2 % of active territories; n = 5 astrocytes from 4 animals;
p = 0.0016) and strongly reduced the frequency of the remaining signals (0.37 = 0 01
event/min; n = 870 ROIs; p <0.0001). The enlarged size of expanded events was however not
significantly reduced in Ca®’-free medium (7.7 + 0.7 pm?* p = 0.7). Overall, these data
suggest that external Ca®" entry is the main source of APo-induced Ca®" hyperactivity in the

astrocytic processes and in the astrocytic network, superimposing a new signal encoding.

TRPAT1 channels underlie Ca*" hyperactivity induced by Apo

Within astrocyte, Ca®" entry can occur through astrocytic ligand-gated Ca”* channels
(ionotropic receptors), transient receptor potential (TRP) receptors and reverse operation of
Na*/Ca®* exchanger (NCX). Astrocytic cationic ionotropic receptors (such as AMPA, NMDA
or P2X receptors) have relatively low Ca*" permeability (~1 to 3 pS) and accounted for ~4 %
of fractional Ca*" current’. Among TRP receptors, TRPA1 channels have been recently
10,11

involved in regulating astrocyte basal Ca*" levels in stratum radiatum of the hippocampus

Interestingly, TRPA1 channels have a relatively high Ca** permeability (~110 pS) accounting
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for ~17 % of fractional Ca”" current for the constitutively open channel'’ referring them as
important actors involved in astrocytic Ca®" entry.

Interestingly, within the CA1 region of mouse hippocampus, functional TRPA1 were only
detected in astrocytes'’. Based on immunohistochemistry of fixed brain sections, we found
that TRPA1 channels staining appeared as discrete punctates predominantly co-localized with
astrocytes (GFAP-positive cells; Supplementary Fig. 3). Higher-resolution images showed
that TRPA1 channels were expressed in both cell body and thick processes of stratum
radiatum astrocytes objectivized by the GFAP co-staining. TRPA1 channels were also
expressed in thin processes continuous with GFAP-positive stem processes (Fig. 29a;
Supplementary Movie 2).

In physiological condition, incubation of slices with the selective TRPA1 blocker, HC 030031
(40 uM)*, during 5 min had no effect on the proportion of spontaneous active astrocytes
within the bulk loaded network (56.5 + 3.5 % active astrocytes; n = 7 slices from 3 animals; p
= 0.17; Fig. 29b) but increased the frequency of Ca®" events (0.56 + 0.03 event/min; n = 167
astrocytes; p = 0.043; Fig. 29c¢). In patch-clamped cell, incubating 5 min slices with 40 uM
HC 030031 had no impact on the proportion of active microdomains (62.8 £ 5.7 %; n =7
astrocytes from 4 animals; p = 0.71; Fig. 29¢) or on Ca”" signal frequency (0.50 + 0.01
event/min; n = 919 ROIs; p = 0.19; Fig. 29f). Together, these data confirmed that TRPA1
does not contribute to spontaneous Ca®" signaling in the astrocytic arbor territory of stratum
radiatum astrocytes'"!”.

Interestingly, when APo was applied in presence of HC 030031 (40 pM), the astrocytic Ca”"
hyperactivity was totally abolished and restored to basal levels either in the astrocytic network
or in the processes territory. In bulk loading condition, the proportion of active astrocytes
decreased (57.1 = 2.8 % in APo + HC 030031 vs 69.7 = 2.1 % in APo condition; n = 10 slices
from 3 animals; p = 0.0021; Fig. 29b) and was reversed to physiological condition level (49.1
+ 2.2 %; p = 0.08). Frequency also decreased when HC 030031 was co-applied with ABo
(0.67 + 0.04 event/min vs 0.83 + 0.04 event/min in APo condition; n = 181 astrocytes; p =
0.013; Fig. 29¢) but remained higher than in physiological condition (0.49 + 0.01 event/min; p
=0.0002). Frequency distribution tended toward physiological distribution and the proportion
of hyperactive astrocytes was reduced (23 % in ABo + HC 030031 vs 41 % in APo condition;
p = 0.023; Fig. 29d). Within individual cells, the proportion of active microdomains declined
(59.4 £ 6.0 % of active microdomains in ABo + HC 030031 vs 75.8 = 2.5 % in APo condition;
n = 5 astrocytes from 4 animals; p = 0.03) close to physiological value (57.9 + 4.8 %; p =
0.87; Fig. 29¢) together with the events frequency (0.47 £ 0.09 event/min in Afo + HC
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030031 vs 0.54 + 0.07 event/min in APo condition; n = 760 ROIs; p < 0.0001; Fig. 29f). The
ratio of expanded/focal event decreased (30 % of expanded event in Afo + HC 030031 vs 41
% in APo condition; p = 0.039; Supplementary Fig. 4) reaching physiological value (33 %; p
= 0.45). Expanded surface extension also shrank (7.2 + 0.5 pm” vs 9.2 £ 0.5 um*; p = 0.017;
Supplementary Fig. 4) close to physiological size (7.1 + 0.4 pm?).

Thus, while having a negligible impact on physiological spontaneous Ca”" activity, blocking
TRPA1 channels cancelled astrocyte Ca®” hyperactivity induced by Afo leading most of the
spatiotemporal Ca”" signal properties back to physiological state in either the astrocytic arbor

microdomains or the cell body astrocytic network.
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Figure 29 TRPA1 channels mediate astrocytic hyperactivity. (a) Immunohistochemistry of mouse stratum
radiatum astrocytes showing that TRPA1 channels expression (green) was located in GFAP-positive processes
(magenta) but also went over in distal processes excluding GFAP staining (e.g. white arrowheads). (b, ¢) Within
the astrocytic network, proportion of astrocytes displaying calcium activity and frequency of astrocyte calcium
activity in physiological condition (light grey; n = 43), under 100 nM ABo application (orange; n = 12), 40 uM HC
030031 application (dark grey; n = 7) and 100 nM ABo + 40 uM HC 030031 co-application (cyan; n = 10). (d)
Frequency histogram revealing that ABo-induced hyperactivity is reduced when HC 030031 is co-applied (cyan).
Related theoretical Poisson distributions were shown accordingly. (e, f) Within single astrocyte arbor, proportion
of subregions displaying calcium activity and frequency of astrocyte calcium activity in physiological condition
(light grey; n = 7), under 100 nM ABo application (orange; n = 13), 40 yM HC 030031 application (dark grey; n =
7) and 100 nM ABo + 40 uM HC 030031 co-application (cyan; n = 5). Results are compared with the physiological
condition with *, p < 0.05; **, p < 0.01 and ***, p < 0.001 or the ABo condition with #, p < 0.05; ##, p < 0.01 and
###, p < 0.001.
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APP/PS1-21 mice display early astrocytic hyperactivity that involves TRPA1 channels
APP/PS1-21 mice co-express the human KM/67/671NL mutation in the amyloid precursor
protein (APPswe) and the human L166P-mutated presenilin 1 (PS1) under the control of Thy1
promotor. These transgenic mice display high transgene expression with APB;.4, levels being
significant at 1 month and plaques appearing at 6 weeks of age in the neocortex and at 4-5
months in the CA1 hippocampus®'. As external application of APo induced an immediate
astrocytic hyperactivity in hippocampal healthy brain slices, we wonder about the effect of A3
in APP/PS1-21 mice at the beginning of its secretion within the brain. Thyl is known to be
expressed from ~P14 in mouse CA1 hippocampus® thus AB;_4> might be produced from this
stage. However, while being present at this early stage’', AP were not yet aggregated in
plaques in APP/PS1-21 mice at 1-month-old while AP plaques were present in the
hippocampus at 6-month-old as testified with Thioflavin S labeling” (Fig. 30a). Likewise,
astroglial marker such as GFAP showed a similar profile in WT versus APP/PS1-21 mice at
I-month-old confirming the lack of reactive astrogliosis in these early stages (Fig. 30b).

We then recorded astrocytic Ca”" signals in these young APP/PS1-21 mice (from P17 to P28)
and compared to their littermates (WT). In bulk loaded slices, the proportion of active
astrocytes within stratum radiatum was similar in both condition (40.7 + 5.6 % in APP/PSI-
21 vs 46.1 £5.6 % in WT; n =5 and 7 slices respectively from 3 animals each; p = 0.63; Fig.
31a). The frequency of Ca®" events was slightly higher in APP/PS1-21 cells (0.57 + 0.09
event/min in APP/PS1-21 vs 0.34 + 0.03 event/min in WT; n = 58 and 91 astrocytes
respectively; p = 0.06) and the frequency distribution was switched to higher frequency in
APP/PS1-21 vs WT mice (Fig. 31a, b). Yet, in APP/PS1-21 mice, a majority of active
astrocytes displayed low frequency activity (77 % < 0.2 event/min) whereas a second
population emerged and developed differently from the WT distribution (A = 4.18 vs 1.19 in
WT; Fig. 30d). In patch-clamp loaded astrocyte, the proportion of active microdomains
increased in APP/PS1-21 mice (65.7 £ 2.0 % vs 55.0 £ 4.8 % in WT; n = 4 astrocytes from 4
animals for each; p = 0.052; Fig. 31c) together with the frequency of events within these
microdomains (0.45 £ 0.02 event/min vs 0.40 + 0.01 event/min in WT; n =255 and 426 ROIs
respectively; p = 0.04). The proportion of expanded/focal events was slightly affected in
APP/PS1-21 mice in favor of expanded event and the size of expanded events was similar
(6.8 + 0.3 pm?® in WT vs 6.7 = 0.3 umz in APP/PS1-21; p = 0.42; Supplementary Fig. 4).
Thus, in young APP/PS1-21 mice, the astrocytic network Ca”" activity was faintly disrupted
while the compartmentalized activity within the astrocytic arbor started to be affected from

the beginning of AP overproduction.
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In these conditions, blocking TRPAT1 channels with HC 030031 (40 uM) in APP/PS1-21 mice
had no significant effect on the astrocytic network activity (Fig. 31a). However, we strikingly
observed a clear redistribution of Ca*" events frequency and a decrease of the proportion of
hyperactive cells that both looked alike the WT situation (A = 1.35; Fig. 31b). In patch-clamp
loaded astrocyte, HC 030031 induced a significant decrease of the proportion of active
microdomains in APP/PS1-21 mice (29.3 £ 6.2 %; n = 7 from 4 animals; p = 0.01; Fig. 31c)
together with a restrained effect on the frequency (0.43 + 0.06 event/min; n = 1213 and 1577
ROIs respectively; p = 0.06). The proportion of expanded/focal events was also reduced with
HC 030031 treatment (Supplementary Fig. 4). Overall, these observations in young APP/PS1-
21 mice matched the above related effect of ABo application in healthy slices consistently
with a TRPA1 channel involvement. Merely, they were more subtle and initially restrained to
the astrocytic arbor.

We then investigated the expression of TRPA1 channels in the hippocampus of young
APP/PS1-21 mice and their littermates (WT). We found that the protein level of TRPAI
channels was similar in P19 mice (n = 6 hippocampus from 3 animals for each; p = 0.9; Fig.
30c) and twice higher in P30 APP/PS1-21 than WT mice (n = 8 hippocampus from 4 animals
for each; p = 0.02; Fig. 30c) suggesting an early upregulation of this channel from the onset of

AP secretion.
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Figure 30 Young APP/PS1-21 mice are devoid of amyloid deposits and reactive astrocyte whereas
gradually overexpress TRPA1. (a) Thioflavin S staining for B-amyloid deposits (green) and NeuN

immunostaining (magenta) in the hippocampus of 1-month-old (left) and 6-month-old (right) APP/PS1-21 mice
showing the progression of the number of amyloid deposits (e.g. white arrow). (b) GFAP (cyan) and NeuN
(magenta) immunostainings in the stratum radiatum of P30 WT (left) and APP/PS1-21 (right) mice. (c) Western-
blot analysis of protein levels of TRPA1 channels in hippocampus extracts from P19 and P30 WT and APP/PS1-
21 mice (3 different extracts of P30 WT and APP/PS1-21 mice are shown). Histogram showing quantification of
TRPA1 channels expression normalized to protein loading levels (n = 6 hippocampus in each group at P19 and 8
hippocampus in each group at P30). Results are compared with the WT mice with *, p < 0.05; **, p < 0.01 and ***,
p <0.001.
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Figure 31 Young APP/PS1-21 mice display an early astrocytic compartmentalized hyperactivity. (a) Within
the astrocytic network, proportion of astrocytes displaying calcium activity and frequency of calcium activity in
APP/PS1-21 mice (orange; n = 5) and their littermates (WT, grey; n = 7) in physiological condition or with 40 uM
HC 030031 (cyan, n = 7). (b) Frequency histogram showing the occurrence of Ca® events in the astrocyte
population of APP/PS1-21 (orange), WT (grey) and APP/PS1-21 mice treated with 40 yM HC 030031 (cyan).
Related theoretical Poisson distributions were shown accordingly. Pie chart representing inactive, active and
hyperactive astrocytes in WT and APP/PS1-21 mice treated or not with HC 030031. (¢) Within single astrocyte
arbor, proportion of subregions displaying calcium activity and frequency of calcium activity in APP/PS1-21 mice
(orange; n = 4) and their littermates (WT, grey; n = 4) in physiological condition or with 40 yM HC 030031 (cyan, n
= 7). Results are compared with the WT mice with *, p < 0.05; **, p < 0.01 and ***, p < 0.001 or the APP/PS1-21
mice with #, p < 0.05; ##, p < 0.01 and ###, p < 0.001.
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Apo-induced CA1l neurons hyperactivity is related to the astrocytic TRPA1 channels
activation

Astrocytes are known to actively regulate synaptic activity and plasticity®. Given the time
range of the AB-mediated impact on astrocyte excitability, we wonder about its consequences
on basal synaptic activity. Thus, to explore the outcome of APo induced TRPA1-dependent
astrocyte hyperexcitability on neighboring synapses, we recorded CA1l pyramidal neurons
spontaneous excitatory post-synaptic currents (SEPSCs) performing whole-cell patch-clamp
recordings on CAl neurons cell bodies (Fig. 32a). The initial mean frequency of sEPSCs
recorded from CA1 pyramidal neurons was 0.13 + 0.03 Hz (» = 22 neurons from 17 animals)
and was stable during a 30-min recording (Fig. 32b, c¢). The mean peak amplitude of sEPSCs
recorded from CA1 pyramidal neurons was 31.1 &= 2.0 pA. Interestingly, application of 40 uM
HC 030031 alone had no effect on sEPSCs frequency (74 + 22 % from 5 to 10 minutes; n =5
cells from 3 animals; p = 0.6; Fig. 32b, c) suggesting that TRPA1 channels were not involved
in physiological sSEPSCs modulation. Application of 100 nM Ao in the extracellular medium
induced a rapid, strong and persistent increase of SEPSCs frequency (Fig. 32b; n = 7 cells
from 6 animals) with no effect on the SEPSCs amplitude. We confirmed that application of
monomeric forms of AP;4 (APm) had no effect on sEPSCs frequency during the 30-min
recording (n = 5; p = 0.78; Supplementary Fig. 2d) settling that only oligomeric forms of AP;.
42 were active. Interestingly, the strong and persistent increase of SEPSCs frequency induced
by Ao was time-concomitant with the setting up of astrocyte hyperexcitability (i.e. 5 to 10
minutes, 245 + 38 %; p = 0.01; Fig. 32c) and was fully abolished by co-application of HC
030031 (40 uM) with ABo (88 £ 8 % from 5 to 10 minutes; n = 5 cells from 5 animals; p =
0.005; Fig. 32b, c). This suggests that TRPA1 channels-dependent astrocyte hyperactivity
induced by Ao directly influenced CA1 neurons activity and its blockade was enough to

counteract the neuronal hyperactivity, at least in the short and medium term.
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Figure 32 ABo increases the frequency of spontaneous excitatory post-synaptic currents (sSEPSCs) from
CA1 pyramidal neurons in a TRPA1 channels dependent manner. (a) Representative traces of voltage-clamp

recordings from CA1 pyramidal cells held at -65 mV in physiological condition (grey) and under ABo 100 nM
application (orange). An example of a single EPSC with higher time resolution is shown in the inset. (b) Time
course of sEPSCs frequency in physiological condition (light grey; n = 5), under application of 100 nM ABo
(orange; n=7), 40 yM HC 030031 (dark grey; n = 5) or co-application of 100 nM ABo + 40 uM HC 030031 (cyan;
n = 4). (c) Histogram showing the sEPSCs frequency at a time matching the astrocyte calcium activity
measurements (i.e. 5 to 10 min after drugs application). Results are compared with the physiological condition
with *, p < 0.05; **, p < 0.01 and ***, p < 0.001 or the ABo condition with #, p < 0.05; ##, p < 0.01 and ###, p <
0.001.
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Discussion

In this study, we investigated the contribution of astrocyte in early APo toxicity by studying
calcium signaling in different parts of the whole astrocyte territory. We found that astroglia is
a frontline target of APo exhibiting a global and local Ca*" hyperactivity that involves TRPA1
channels. This TRPA1 channel-dependent astrocytic Ca>" hyperactivity exerts regulatory
influences on synaptic function and is linked to the glutamatergic synapse hyperactivity
recorded in CA1 neurons. Concurrently to these acute Afo-induced effects, in APP/PS1-21
mice hippocampus, astrocytes elicit a similar pattern of calcium hyperactivity that is reversed
when TRPAT1 channels are blocked. Moreover, TRPAT1 channel is gradually overexpressed at

the onset of A production in this AD transgenic mouse.

Intracellular Ca’" transients are considered as the primary signal by which astrocytes interact
with neighboring neurons and astrocytes. Ca®" has been extensively studied within astrocyte
cell body and thick branches. More recently, local Ca** dynamics in distal fine processes has
been investigated emphasizing a highly compartmentalized signaling, interconnected with
physiological transmission at neighboring synapses®’. Compartmentalization of astrocytic
Ca®" dynamics needs to be attentively considered in order to understand how astrocytes may
contribute to brain information processingg. We thus chose to study both level of information
(i.e. network signaling and local microdomain signaling) combining bulk loading and single
cell astrocyte loading. Genetically encoded Ca®" indicators (GECIs) have been recently used
to study distal thin processes Ca’" signals’. Alternatively, patch pipette loading gave access to
the whole territory of a single astrocyte and, currently, Fluo-4 is far more sensitive than
genetically encoded Ca’" indicators (GECISs) thus track smaller signals®. Accordingly, we
observed a similar and even better diffusion of Fluo-4 in a single astrocyte compared to
SR101. We first characterized mouse CA1 stratum radiatum astrocyte physiological calcium
activity and showed that this activity is fully autonomous, i.e. independent on neuronal
activity, both at the astrocytic network level and at the microdomain level. This is in
agreement with data obtained in mouse CA1 hippocampus'®'” but is dissimilar to astrocyte
behavior in dentate gyrus where expanded Ca*" events were partly dependent on neuronal
activity®. Interestingly, external Ca®" entry is the main source of Ca*" within thin processes
whereas it only partly contributes to somatic signaling. This Ca*" source dichotomy between
astrocyte soma and processes Ca”" events has already been described in brain slices®*. This
might be supported by the subcellular location of calcium stores that are concentrated in cell

body and thick processes but are almost away from thin processes'™.

119



Résultats

A central element of the pathogenesis of AD is the progressive accumulation of APo species,
ultimately resulting in the formation of plaques. Yet, small soluble AP oligomers are
sufficient to induce several features of the AD phenotypel. The paths by which Afo leads to
neurodegeneration are probably multifactorial but converge all to synaptic dysfunction.
Astrocytes are an integral part of synaptic transmission and are therefore critical for the
establishment and maintenance of neuronal health’. They contribute to the neuronal
dysfunction being proinflammatory® but also play a protective role, e.g. through the release
of gliotransmitters® or AP clearance’””®. It is thus of major importance to distinguish
beneficial from deleterious impact of APo on astrocyte function. APo has already been
involved as a direct effector on astrocyte in primary culture®’, in hippocampal slices®® or in
vivo'? but we showed here a peculiar rapid action on compartmentalized calcium activity,
activating a membrane Ca*" permeable channel. Indeed, Ao application triggers global
astroglial network Ca®" hyperactivity in CA1 hippocampus together with an intensification of
the compartmentalized Ca”" activity in the astrocytic processes and a spatial extension of the
size of the expanded Ca®" events within microdomains. These effects are specific of
oligomeric forms of AP since application of the monomeric form in the same condition had
no impact on the astrocytic calcium activity. We reported that APo effect on astrocyte
excitability is fully independent on neuronal activity since TTX application does not prevent
the APo effect neither on the network hyperactivity nor on the processes compartmentalized
hyperactivity. Removal of external Ca’" largely inhibits APo-induced astrocyte hyperactivity
at the network level while it has no effect in physiological condition. Removal of external
Ca’" also inhibits the majority of the compartmentalized ABo-induced hyperactivity. Thus,
transmembrane Ca’" entry carries most of the APo-induced hyperactivity. Remarkably, we
showed that both global and compartmentalized hyperactivities are driven by TRPAI-
dependent Ca®" entry since HC 030031, a specific TRPA1 channel inhibitor, strongly
abolishes APo-induced astrocyte hyperexcitability and totally restores Ca®" events
spatiotemporal properties back to a physiological level.

TRPA1 channel is a Ca*” permeable non-selective cation channel known to be expressed in
astrocytes in mouse hippocampus'® regulating spontaneous Ca>" signals within astrocytes
branches up to 20 %''. Within mouse CA1 hippocampus, TRPA1 channels are only expressed
in astrocytes'® but their involvement in physiological astrocytic Ca®" signaling is highly
controverted. It has been shown that TRPA1 channels contribute to maintain basal Ca**
levels'' but poorly take part in astrocytic Ca" signaling'®'’. Our data assume that TRPA1

channels are physiologically slightly involved in the astrocytic Ca** signaling but are quickly
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and largely involved in case of APo presence. The absence of an obvious involvement of
these channels in astrocyte physiological Ca*" signaling is disturbing since we evidenced a
TRPAT1 channels expression in thick and thin astrocytic processes. Thus, TRPA1 channels
could only behave as an "aggression sensor". Indeed, TRPAlchannel gating is particularly
regulated by numerous electrophilic activators - such as reactive oxygen species, reactive
nitrogen species or oxidized lipids - and also functions as a mechanosensor'’. Hence, TRPA1
channels might be possibly a direct target for Afo or might be secondarily activated through
an APo-induced oxidative stress and/or through its mechanosensor properties if Ao binds to
the astrocytic cholesterol-rich plasma membrane'*.

Strikingly, in young APP/PS1-21 mice, we observed a similar pattern of astrocytic
compartmentalized hyperactivity setting up from the beginning of AR overproduction in the
hippocampus (~3 weeks). Interestingly, TRPA1 channels blockade with HC 030031 abolished
the astrocyte Ca®" hyperactivity. However, these early repercussions in young APP/PS1-21
mice were restricted to the astrocytic processes microdomains with fewer impacts on the
astrocytic network. This suggests a gradual impact of surrounding AP on astrocyte signaling,
first increasing the compartmentalized Ca®" events frequency and, to a lesser extent, the
proportion of active territories within the astrocytic processes. However, these impacts on
astrocytic processes go along with a noteworthy redistribution of Ca*" events frequency
within the astrocytic network. Overall, TRPA1 channel signaling seems to be at the frontline
in mediating these APo progressive effects in early AD stage. Data obtained in advanced AD
transgenic model showed a network astrocyte hyperactivity in cortical area close to AP
plaques and an involvement of metabotropic purinergic signaling in this astrocyte
hyperactivity13. This suggests a differential evolution of astrocyte involvement in AD
pathogenesis depending on the stage, the structure and the physiopathological state of the
astrocyte. Likewise, it has been reported that the protein level of TRPAI1 channel was
increased in hippocampal astrocytes of APP/PS1 mice at 8 months where it mediated
inflammation through astrocyte activation’’. Here, we showed that TRPAI1 channel
expression is increased as soon as 1 month in a more aggressive transgenic mouse model
(APP/PS1-21) suggesting an involvement in early processes of pathophysiology, as soon as
the APo level increases well before the setting up of astrogliosis or inflammatory processes.
Numerous laboratory studies in the past decade have shown that AP oligomers impair
synaptic function and synaptic structure’>. However, how soluble Ao initiate effects on
synaptic structure and function remains to be determined. Each astrocyte deploys many fine

processes to contact up to 140,000 synapses in the CA1 region”. As we highlighted an intense
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and early effect of APo on astrocyte Ca®" activity within processes, we assessed the link with
spontaneous neuronal activity. Soluble AP oligomeric form is known to enhance spontaneous
neuronal excitability in the CA1****. Consistently, we showed here that ABo induces a rapid
and strong increase of spontaneous EPSCs frequency in CA1 neurons. Strikingly, blocking
astrocytic TRPA1 channels totally prevents this Afo neuronal impact. Thus, Apo-induced
astrocyte hyperactivity impacts neighboring neurons increasing spontaneous EPSCs
frequency in a TRPA1-dependent manner. It has been shown that AP can increase astrocytic
release of glutamate to the extrasynaptic space resulting in the activation of extrasynaptic
NMDARs and the disruption of neuronal signaling®®*’. Besides, astrocytes can regulate
synaptic and extrasynaptic neurotransmitter concentrations, such as glutamate, in a Ca®'-
dependent manner e.g. through vesicular release, bidirectional transport or hemichannel
opening®®. We will further decipher pathways implemented by the AB-induced TRPAI-
mediated Ca>" entry that consequently affect neuronal transmission.

It has been demonstrated that soluble APo can affect astrocyte signaling properties in various

03940 To some extent, TRPA1 channel

ways in mouse hippocampal CAl astrocyte
involvement superimposed to these effects, directly affecting local synaptic function in a
distinctive precocious manner. This actor might contribute to the complex cellular phase of

AD recently incorporated in the pathophysiological holistic view of this disease'”.

In summary, we have shown that astroglial network and processes Ca”" signaling disturbance
induced by Ao are mediated by TRPA1 channel-dependent Ca*" signaling. This new
highlighted mechanism is at work both with an external supply of ABo and at the onset of AP
production in an AD transgenic mice model. This astrocytic pathway is promptly
implemented and involved in the well-known and characteristic APo-induced synaptic
dysfunction. Blockade of astrocytic TRPA1 is sufficient to counteract APo impact on
spontaneous neuronal activity suggesting that astrocyte can be considered as a frontline target
in APo synaptic toxicity. So far, altered astrocyte activation was usually associated with late
AD, i.e. when amyloid plaques already developed, and the involvement of astrocyte in the
initial toxic effect of APo was not yet evidenced. One of the major findings of our study is to
suggest that astrocytes are involved far before astrogliosis and inflammatory processes. Thus,
focusing on this astrocyte involvement, e.g. modulating TRPA1 channel activity, may

represent novel targets to ameliorate early dysfunction in AD.
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Methods
Slice preparation

All experiments were carried out in accordance with the European Community Council
directives of November 24, 1986 (86/609/EEC) and with the French guidelines on the use of
living animals in scientific investigations with the approval of the "Grenoble Institute of
Neurosciences Ethical Committee". Coronal hippocampal slices (ranging from 300 to 350 pm
thick) were prepared from Swiss mice (postnatal day 17-23; Janvier, Le Genest St Isle,
France) or APP/PS1-21 transgenic mice’' (postnatal day 17-28) together with control
littermates. Mice were killed by decerebration and decapitated. The brain was rapidly
removed and cut in ice-cold cutting ACSF containing (in mM): 2.5 KCl, 7 MgCl,, 0.5 CaCl,,
1.2 NaH,POy4, 25 NaHCO3, 11 D-glucose and 234 sucrose bubbled with 95 % O, and 5 %
CO,, with a vibratome VTI200S (Leica, Wetzlar, Germany). Slices containing the
hippocampus were placed in ACSF containing (in mM): 126 NaCl, 2.5 KCl, 1.2 MgCl,, 2.5
CaCl,, 1.2 NaH,PO4 bubbled with 95 % O, and 5 % CO; and supplemented with 1 mM

sodium pyruvate at room temperature for a recovery period.
Slices bulk loading with Fluo-4 AM.

Briefly, 350 um coronal slices were loaded with the calcium indicator dye Fluo-4 by
immersion for 45 minutes at 35°C in a bath containing 5 uM Fluo-4 AM (Life Technologies),
0.01 % Pluronic acid F-127 (Molecular Probes), 0.005% Cremophor EL (Sigma-Aldrich) and
0.05 % DMSO (dimethyl sulfoxide, Sigma-Aldrich) in ACSF. The loading chamber was
continuously oxygenated with 95 % O, and 5 % CO,. Slices were then transferred into dye-
free ACSF for at least 45 min prior to experiments. Mainly live astrocyte took up the

fluorescent dye with these conditions*'*%.

Single-astrocyte dye loading with Fluo-4

Coronal 300 um slices were transferred to a chamber allowing constant perfusion with ACSF
at room temperature, bubbled with 95 % O, and 5 % CO, on the stage of an upright
compound microscope (Eclipse E600 FN, Nikon, Paris, France) equipped with a water
immersion 60x objective (NA 1.0) and an infrared-differential interference contrast optics
with CCD camera (Optronis VX45, Kehl, Germany). Glass pipettes 8-11 MQ (Harvard
apparatus) were filled with intracellular solution containing (in mM): 105 K-gluconate, 30

KCl, 10 phosphocreatine, 10 HEPES, 4 ATP-Mg, 0.3 GTP-Tris, 0.2 Fluo-4 pentapotassium
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salt (Life Technologies), adjusted to pH 7.2 with KOH. Signals were amplified by Axopatch
200B, sampled by a Digidata 1440A interface and recorded with pClamp8 software
(Molecular Devices, Foster City, USA). Astrocytes were identified based on morphological,
localization in the stratum radiatum and negative resting potential (between -70 and -80 mV).
Input resistance was calculated by measuring current in response to a 10 mV pulse with 80 ms
duration, near the end of the voltage command. Only passive astrocytes showing linear I/
relationship and low input resistance (= 50 MQ) were kept for dye loading. After achieving
whole-cell configuration, access resistance was constantly monitored, and astrocytes were
excluded from this study when this parameter varied > 20 % throughout the experiment. To
allow sufficient diffusion of the dye and avoid astrocyte dialysis, the time in whole-cell
configuration was limited to less than 5 min. Then, the patch pipette was carefully withdrawn
to allow the astrocyte to recover. In order to maximize the diffusion of the dye into the

. . . . . . 815
astrocytic processes, we waited at least 15 min before calcium imaging™ .

Calcium imaging

Bulk or single-astrocyte loaded slices were placed in a constantly perfused chamber on the
stage of an upright compound microscope (Eclipse E600 FN, Nikon, Paris, France) equipped
with a water immersion 40x (NA 0.8) or 60x (NA 1.0) objective and a confocal head
(confocal C1 head, Nikon, Paris, France). Excitation was achieved with light at 488 nm and
emission was filtered with a 515 + 15 nm filter. Images were acquired with EZ-C1 software

(Nikon, Paris, France) at 1.2 s intervals in a single confocal plane over a period of 5 min.
Bulk loading calcium imaging data analysis

Prior to analysis, raw images were stabilized (when needed if slight x-y drift occurred during
recordings, z drifts were excluded) using ImageJ plugin Template Matching. CalSignal
software was used to measured intracellular Ca** activity, analyzing the fluorescence signal F
within each region of interest (ROT) corresponding to the cell body area of each astrocyte®. Fy
was calculated for each ROI on the recording period. Based on the AF/F ratios, significant
fluorescence variations were detected and a Ca®" event was defined as a significant and
continuous signal increase larger than a fixed threshold followed by a significant and
continuous signal decrease larger than the same threshold. Thus, cells were defined as active
when fluorescence increased > 2 standard deviations relative to baseline fluorescence. After

peak detection, each Ca®" transients were visually checked by the operator. The theoretical
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Poisson distribution was calculated by the method of least squares approximating A until it

most closely fits the observed frequency distribution.
Single astrocyte loading data analysis

Ca®" transients were measured in two-dimensional images, in individual subregions matching
the shape of the astrocyte structure. Manually selected ROIs (~1 pm?) were placed along
astrocytic processes lying in the focal plane® and a ROI was also selected in the soma if
accessible. Prior to analysis, raw images were stabilized (when needed if slight x-y drift
occurred during recordings, z drifts were excluded) using ImageJ plugins Template Matching
and filtered with 3D Hybrid Median Filter’. CalSignal software was used to measure
intracellular Ca®" activity, analyzing the fluorescence signal F within each ROL As described
above, significant changes in fluorescence were detected on the basis of the calculated AF/Fy
ratios. Each Ca”" transients within ROI were visually checked by the operator and reported in
a raster plot in order to discriminate focal activities from expanded ones (as described by"). At
the end of each recording, z-stacks (0.5 um steps) were performed to obtain tri-dimensional
projections of astrocyte territories revealed by Fluo-4 loading. Images were then filtered with

3D Hybrid Median Filter plugin in Imagel.

Electrophysiological recordings

Whole-cell recordings were made from the somata of visually identified CA1 pyramidal
neurons. Patch pipettes (4-6 MQ) were filled with an internal solution containing (in mM):
105 K-gluconate, 30 KCI, 10 phosphocreatine, 10 HEPES, 4 ATP-Mg, 0.3 GTP-Tris, 0.3
EGTA, adjusted to pH 7.2 with KOH. Spontaneous excitatory post-synaptic currents
(sEPSCs) were collected at a membrane holding potential of -65 mV which is close to the
reverse potential of GABA. All recordings were done at room temperature (22-24°C) and
only a single neuron was studied per slice. SEPSCs and their kinetics were analyzed in 5-min
epochs within the time frame of the recordings. Each epoch was compared to the initial 5-min
recording and sEPSCs frequencies were normalized to this initial value. Access resistance was
constantly monitored and recordings were excluded from this study when this parameter
varied > 20 % throughout the experiment. Recordings were analyzed using the Clampfit
module of the pClamp8 software (Molecular Devices, Foster City, USA) with a threshold at -
20 pA to exclude miniature EPSCs.
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AP oligomerization, monomer purification and drug application

Recombinant AB;.4; peptide (Bachem) was resuspended in 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol
(HFIP) to 1 mM until complete resuspension as described previously*. Following HFIP
evaporation, AP oligomers were prepared by diluting Ap to 1 mM in DMSO, then to 100 uM
in ice-cold ACSF with immediate vortexing and bath sonication, and then incubated at 4°C

for 24 h with mild agitation.

When appropriate, the A monomer is purified on a C18 column (SPE-Chromabond-HRX
C18 ec, 200 ul, 5 mg, Macherey-Nagel, France). The column was equilibrated with 0.1 %
trifluoroacetic acid (TFA) in water. After loading the AP sample, the column is washed three
times with 0.1 % TFA. Then, a gradient of acetonitrile from 30 to 60 % is applied
(Supplementary Figure 2). Fractions (0.1 ml) were collected. The elution profile is determined
by measuring the absorbance at 275 nm. The peak fraction was collected and the
concentration of peptide was determined by absorbance at 275 nm using €375 ym= 1400 M
cm™. The peptide is then stored at -80°C.

Ao, APm, tetrodotoxin (TTX; Latoxan, Valence, France), Ca*"-free solution (ACSF - 0 Ca*’
- 1 mM EGTA) and HC 030031 (Sigma-Aldrich) were bath applied at the appropriate
concentration during 5 min before and during calcium imaging or electrophysiological

recordings.
Immunohistochemistry

Mice were deeply anesthetized with 10 % chloral hydrate and perfused intracardially with 10
ml 0.9 % NaCl followed by 35 ml 4 % paraformaldehyde in 0.1 M PBS, pH 7.3. Brains were
rapidly removed, post-fixed overnight at 4°C in 4 % paraformaldehyde, immersed in 20 %
sucrose in 0.1 M PBS, pH 7.5 overnight, frozen in cooled (-35°C) isopentane and stored at -
30°C. Serial frontal sections (30 pm thick) were cut with a cryostat microtome (HM 500 M,
Microm, Francheville, France). Sections were blocked by incubation with 3% bovine serum
albumin in TBS-Tween-Triton (TBSTT) (0.1 M Tris Base, 0.15 M NacCl, 0.1 % Tween, 0.1 %
Triton X-100) for 30 minutes (dilution/blocking buffer). Tissue sections were then incubated
overnight at 4°C with either an anti-NeuN antibody (AbCys, France, mouse monoclonal;
1:500), anti-GFAP antibody (Molecular Probes, USA, mouse monoclonal; 1:1000) and anti
TRPA1 antibody (Novus, USA, rabbit polyclonal; 1:100). Tissue sections were washed in
TBSTT and incubated for 2 h at room temperature with Cyanin 3- (Jackson ImmunoResearch

Laboratories, USA; 1:1000) or Alexa 488-conjugated secondary antibodies (Life

126



Article scientifigue.

Tecchnology, USA; 1:1000). Sections were washed in TBSTT and mounted in Dako
fluorescent mounting medium (Dako, USA).

When appropriate, amyloid-B deposits were stained using Thioflavine S*. Sections were re-
hydrated in TBS buffer (0.1 M Tris Base, 0.15 M NaCl), incubated in filtered 1 % aqueous
Thioflavine S (Sigma, France) for 8§ minutes at room temperature, in the dark and washed

several times in TBS buffer.
Image acquisition

Sections were examined with a Zeiss LSM 710 confocal laser scanning microscope with a
Plan Apochromat 20x objective (NA 0.8) or an oil immersion Plan Neofluor 40x objective
(NA 1.3) and translating platform with motorized crossed roller stages. When appropriate,
mosaics were acquired for each channel separately with “Zen” software, in a 12-bit format,
using the tile scan function. For TRPA1 and GFAP co-staining, sections were also acquired
with a Zeiss Airyscan module with an oil immersion Plan Apochromat 63x objective (NA
1.46) to improve lateral resolution (~140 nm) and signal-to-noise ratios. For illustration,

images were merged with ImageJ software.
Immunoblotting

Dissected hippocampi from 1-month old APP/PS1-21 mice were homogenized in cold buffer
containing 0.32 M sucrose and 10 mM HEPES, pH 7.4. Samples were maintained at 4°C
during all steps of the experiments. Homogenates were cleared at 1000 x g for 10 min to
remove nuclei and large debris. Samples in loading buffer were boiled for 10 min and equal
amounts of proteins (20 pg, quantified by micro-BCA assay (Pierce) in duplicate extracts)
were resolved on a 4-20 % gradient Bis-Tris polyacrylamide precast stain free gels (Bio-Rad)
in denaturing conditions. Proteins were transferred to a poly vinylidenedifluoride membrane
(Millipore) for 30 min at 4°C. Membranes were blocked with 3 % dry milk in Tris-Buffered
Saline (TBS: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4) containing 0.1 % Tween for 1 hour at room
temperature. Membranes were probed with anti-TRPA1 antibody (Novus, USA; 1:2000)
diluted in 3 % dry milk in 0.01 % Tween TBS overnight at 4°C. Membranes were washed in
0.2 % Tween TBS and probed with HRP-conjugated anti-rabbit IgG (Fab’) (Interchim,
France; 1:40000) antibody for 45 min at room temperature. After washes, specific proteins
were visualized with an enhanced chemiluminescence ECL Detection System (Bio-Rad) and
the chemidoc system (Bio-Rad). Chemiluminescence signals were normalized to protein

loading signals acquired using Stain-free pre-cast gels (Bio-Rad).
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Statistical analysis

Data were analyzed using R (the R Project for Statistical Computing)*. Comparisons between
two groups were conducted with the two-tailed Mann-Whitney test. Kruskal-Wallis test
followed by Pairwise comparison using Wilcoxon rank sum test was used when needed for
multiple comparisons. Proportions of astrocyte activity and between focal/expanded activities
were compared with y’-test. Data were expressed as mean + SEM accompanied by
distribution of experimental points. Graphic significance levels were *, p < 0.05; **, p < 0.01

and *** p <0.001.

128



Article scientifigue.

Acknowledgements

We gratefully acknowledge Fabien Mehr and Flore Rimet for their technical assistance in
animal perfusion, Yasmina Saoudi for her technical assistance in Airyscan image acquisition
on PIC-GIN platform of Grenoble Institut des Neurosciences, Dr Jean-Claude Platel and Dr

Elodie Fino for stimulating scientific discussions.

Author contributions

A.B." performed the calcium imaging experiments. A.P. carried out the electrophysiological
experiments and contributed to some calcium imaging experiments. S.B. performed the
immunoblotting and immunohistochemistry experiments. M.J-S carried out purification of AP
monomeric forms. A.B.!, A.B.? and M.A. designed the experiments. A.B.!, A.P., S.B and
M.A. analyzed the data. A.B' and M.A. wrote the manuscript. All authors discussed the
results and commented on the manuscript at all stages. (A.B.!, Anthony Bosson; A.B.%, Alain

Buisson).

Supplementary figures

129



Résultats

Fluo-4 AM

Fluo-4

Figure 33 Supplementary Figure 1: Characterization of Fluo-4-loaded cells in the stratum radiatum of
mouse coronal slice. (a) Confocal image of Fluo-4-loaded (cyan) and SR101-labeled (magenta) cells in the CA1

stratum radiatum. Merged image showing the proportion of loaded astrocytes (white), confirming that most of the
loaded cells are astrocytes. One hour before slicing, animals were iv injected with SR101 as described
previously‘”. Vessels are only labeled with SR101 (white arrow). (b) Z-stack projections of confocal images of a
patched astrocyte loaded with Fluo-4 (cyan) and SR101 (magenta). Merged image showing the Fluo-4 diffusion in
the whole astrocytic territory. (c) Example of a passive whole-cell current recorded in a stratum radiatum
astrocyte. Cell was held at -70 mV and 10 mV hyper- and depolarizing voltage steps of 80 ms duration were

applied (-110 to +80 mV).
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Figure 34 Supplementary Figure 2: Characterization and effects of A oligomers and purified monomers.
(a) SDS-PAGE analysis of AB oligomers examined by western-blot with 4G8 antibody. ABo showed faintly
monomers and abundant dimers and trimers. (b) SDS-PAGE analysis of AR monomers after purification on C18
column. All fractions were electrophoresed on 15 % tris-glycine gel. AR monomer is mainly eluted at 30 %
acetonitrile. S, sample loaded; FT, flow through; peptides eluted at 30, 40, 50 and 60 % acetonitrile. (¢) Within the
astrocytic network, proportion of astrocytes displaying calcium activity and frequency of astrocyte calcium activity
in physiological condition (grey; n = 43), under 100 nM ABo application (dark orange; n = 12) and under 100 nM
ABm application (light orange; n = 7). (c) Time course and histogram at 5-10 min of sEPSCs frequency in
physiological condition (light grey; n = 5), under application of 100 nM ABo (orange; n = 7) or 100 nM ABm (light
orange; n = 5). In any case, ABm was obtained from the 30 % acetonitrile fraction purified in b.

131



Résultats

Figure 35 Supplementary Figure 3: TRPA1 is preferentially expressed in stratum radiatum astrocytes. (a)
Immunohistochemistry of mouse stratum radiatum astrocytes showing that TRPA1 channels (green) are
expressed within astrocytic domains certified by GFAP staining (magenta). White arrowheads showed an
example of TRPA staining along an astrocyte process. Merged image showing that most TRPA1 staining co-

localized and surrounded GFAP-positive processes.
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Figure 36 Supplementary Figure 4: Spatial properties of compartmentalized calcium events in the
astrocytic processes. (a) Proportion of expanded/focal events in physiological condition, under 100 nM ABo

application, 100 nM ABo + 500 nM TTX co-application, 100 nM ABo in Ca®'-free medium and 100 nM ABo + 40
MM HC 030031 co-application. (b) Proportion of expanded/focal events in APP/PS1-21 mice and their littermates
(WT) in physiological condition or under 40 uM HC 030031 treatment. (c) Mean size of expanded Ca®* events in
physiological condition (grey), under 100 nM ABo application (orange), 100 nM ABo + 500 nM TTX co-application
(dark blue),100 nM Ao in Ca”*-free medium application (0 Ca; light blue) and 100 nM ABo + 40 yM HC 030031
co-application (cyan). (d) Mean size of expanded Ca’" events in APP/PS1-21 mice (orange) and their littermates
(WT, grey) in physiological condition or with 40 yM HC 030031 treatment (WT, dark grey and APP/PS1-21, cyan).
Results are compared with the physiological condition with *, p < 0.05; **, p < 0.01 and ***, p < 0.001 or the ABo
condition with #, p < 0.05; ##, p < 0.01 and ###, p < 0.001.
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5.2. Points clés de I'article.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence des modifications trés précoces des différents

acteurs de la synapse tripartite en présence d’Afo.

e 100 nM d’ABo induisent dés 5 minutes d’application une hyperactivité calcique du
réseau astrocytaire et des microdomaines des prolongements. Cette hyperactivité se

met également en place dés 3 semaines chez la souris APP/PS1-21.

e L’hyperactivité calcique induite par ABo est dépendante de TRPAT.

e 100 nM d’ABo induisent dés 5 minutes d’application une augmentation de la

transmission glutamatergique basale.

e L’inhibition pharmacologique de TRPA1 permet de réverser I’hyperactivité calcique

astrocytaire et ’hyperactivité neuronale.

Les astrocytes semblent donc constituer une cible de premier ordre lors des phases précoces
de la maladie d’Alzheimer, la régulation de I’activité calcique astrocytaire pourrait ainsi

permettre de contrecarrer les perturbations de 1’activité synaptique induites par APo.
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La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative associé¢e a une perte progressive
de la mémoire et des fonctions cognitives. Ces symptomes seraient la conséquence d’une
perte excessive des synapses, induite par 1’accumulation au niveau cérébral du peptide
amyloide B puis des formes anormalement phosphorylées de la protéine Tau. L’hypothése
d’une séquence d’évenements, regroupée sous le terme de « cascade amyloide » (Selkoe and
Hardy, 2016), a permis de décrypter des modifications et des altérations affectants
principalement les neurones. Durant les deux derniéres décennies, plus d’une centaine
d’essais cliniques ont découlé de cette hypothése, mais ils n’ont malheureusement pas permis

d’obtenir d’améliorations significatives dans le traitement de la maladie.

Ainsi, si I’hypothése neuronale ne permet pas de comprendre pleinement 1’évolution et les
rouages de cette pathologie complexe, 1’étude de nouveaux acteurs en relation avec les
neurones permettra peut-étre d’aller plus loin dans la compréhension de la maladie
d’Alzheimer. L’implication des astrocytes dans le fonctionnement de la synapse tripartite
pourrait étre I'un de ces rouages manquants. Cependant, trés peu d’études se sont intéressées
au role des astrocytes et de leurs interactions avec les neurones dans la maladie d’Alzheimer.
Toutefois, des premieres études ont permis d’affirmer que les astrocytes sont impactés dans
cette pathologie, notamment grace a 1’observation sur culture cellulaire, ou in vivo a proximité
des plaques amyloides, de 1’apparition de I’astrogliose et de perturbations de 1’homéostasie
calcique astrocytaire (Verkhratsky et al. 2016). Ces différentes études, sont souvent réalisées
dans des environnements simplifiés qui ne prennent pas en compte les différents éléments
cellulaires du SNC ou a des stades tardifs de la maladie, quand les dommages cellulaires sont

déja tres importants et irréversibles.

Un courant de pensée récent, propose d’étudier les modifications des différents partenaires
synaptiques, lors des phases treés précoces de la maladie qui précédent la mort neuronale et
I’apparition des symptomes irréversibles (De Strooper and Karran, 2016). En accord avec les
premieres études sur les astrocytes, cette hypothese prédit une implication astrocytaire tres

précoce.

C’est dans ce contexte de modification précoce de la synapse tripartite lors de la maladie

d’Alzheimer que se sont inscrits ces travaux de these.
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6.1. Impact d’Ai42 sur I'activité calcique astrocytaire.

Dans ce projet, nous avons caractérisé I’impact des formes oligomériques solubles du peptide
ABi42 (APo) sur l'activité calcique astrocytaire. Nous avons utilisé des concentrations faibles
d’ABo qui miment le début de la surproduction d’AB;4 pour étudier I’activité calcique
astrocytaire sur un mod¢le de tranches aigues d’hippocampe de souris. L’utilisation de
tranches aigues permet de conserver des connexions physiques et fonctionnelles entre les
différents partenaires de la synapse tripartite. Nous avons couplé, a la méthode classique
d’étude de I’activité calcique astrocytaire somatique, une méthode permettant d’avoir acces
aux activités compartimentées de I’arborisation astrocytaire (Di Castro et al., 2011; Nett et al.,
2002; Panatier et al., 2011). Ainsi, la combinaison de ces deux stratégies nous a permis de
rendre compte a la fois de I’activité calcique du réseau astrocytaire (via les activités
somatiques) et de I’activité des prolongements astrocytaires. A ma connaissance, les effets

d'Apo sur ces activités n'avaient jamais été étudiés.

D’un point de vue physiologique, nous avons observé que l’activité calcique somatique
astrocytaire spontanée au niveau du stratum radiatum de 1’hippocampe est indépendante, a la
fois de D’activité neuronale et du calcium extracellulaire. Au niveau des prolongements,
I’activité calcique des microdomaines est également indépendante de I’activité neuronale.
Cette interaction avec 1’activité neuronale semble dépendre de la région d’étude, puisqu’au
niveau du gyrus denté, 1’activité calcique au sein des microdomaines est fortement réduite en
présence de TTX (Di Castro et al., 2011). En revanche, nous avons observé, comme d’autres
groupes (Nakayama et al, 2016; Rungta et al., 2016a), que Dactivit¢ au sein des
microdomaines est fortement régulée par les entrées de calcium externe. La déplétion du
calcium extracellulaire inhibe environ 90 % de 1’activité calcique dans les microdomaines.
Ceci suggere donc une utilisation différente des sources de calcium, entre le corps cellulaire et
les prolongements astrocytaires. Il a d’ailleurs ét¢ mis en évidence par microscopie
¢lectronique, une absence de réticulum endoplasmique au niveau des prolongements
périsynaptiques astrocytaires (Patrushev et al., 2013). On peut alors imaginer que les entrées
de calcium externe soient principalement dépendantes de canaux présents au niveau de la
membrane des prolongements. Ceci pourrait permettre aux astrocytes une intégration plus
rapide des modifications de 1’environnement synaptique et des différents stress, sans
nécessiter de relais par les stocks internes. Ainsi, nous avons émis [’hypothése que I’activité

calcique somatique et des prolongements astrocytaires soit modifiée en présence d’Apo.
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Des ¢études ont observé une hyperactivité calcique somatique des astrocytes réactifs corticaux,
dans les stades tardifs de la maladie, a proximité de plaques amyloides (Delekate et al., 2014;
Kuchibhotla et al., 2009). Cependant aucune étude n’a regardé/analysé si cette hyperactivité
calcique astrocytaire est présente précocement. Nous avons mis en €vidence une hyperactivité
calcique astrocytaire globale, induite dés 5 minutes par ’application exogeéne de 100 nM
d’ABo. Cette hyperactivit¢ se manifeste a la fois au niveau du réseau astrocytaire
(augmentation significative de la proportion d’astrocytes actifs et de la fréquence de ces
activités) et au niveau des prolongements astrocytaires (augmentation significative du nombre
de microdomaines mis en jeu). Nous avons également observé des modifications plus
profondes de I’activité calcique astrocytaire induite par ABo. Au niveau des prolongements, la
présence de 100 nM d’Ao tend a favoriser 1’apparition d’activités qui se propagent sur de
plus longues distances au sein de 1’arborisation. Cette observation semble traduire un fort
impact du peptide amyloide B sur ’homéostasie calcique astrocytaire. Nous avons donc
démontré que de faibles concentrations d’oligoméres solubles d’A;.42, peuvent induire un
remodelage trés rapide des activités calciques astrocytaires, jusqu’au niveau des
prolongements, qui sont susceptibles de contacter directement les synapses. Nous avons, en
parallele, démontré que ce sont bien les formes oligomériques qui sont responsables de ces
modifications, puisque [’application de formes monomériques n’induit aucun effet sur
’activité calcique astrocytaire. Pour aller plus loin, il aurait été intéressant d’identifier si des
formes particuliéres (dimeres, trimeres, [...], dodécameres) favorisent cette hyperactivité. En
2006, il avait ét¢ démontré chez la souris 7g2576, que les déficits de mémorisation étaient
spécifiquement causé par I’accumulation extracellulaire de dodécameéres du peptide amyloide

B (Lesné et al., 2006).

Les astrocytes semblent étre une cible directe d’APo, puisqu’en présence de TTX,
I’hyperactivité calcique persiste et les parametres spatio-temporels de cette hyperactivité ne
sont absolument pas affectés par l'inhibition des potentiels d'action neuronaux. La distribution
de fréquences des activités calciques somatiques et la répartition des activités focal et
expanded dans les microdomaines, lors des co-applications d’Afo et de TTX, se superposent
parfaitement a la condition APo seul. Ceci renforce I’hypotheése d’une action directe d’Afo

sur les astrocytes.

En condition physiologique, nous n’avions pas observé d’impact du calcium extracellulaire au
niveau somatique. A I’inverse, cette source de calcium externe s’est révélée fortement

impliquée dans les activités calciques des microdomaines. De maniére intéressante, la
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déplétion du calcium extracellulaire en présence d’APo a permis de bloquer 1’hyperactivité
induite par APo, a la fois au niveau somatique et au niveau des microdomaines. Au niveau
somatique, le profil de la distribution des fréquences tend également a un retour vers une
distribution physiologique. Ceci suggere donc qu’Afo pilote et impose un nouvel état a

I’activité calcique astrocytaire, en modifiant fortement son homéostasie.

Les modifications fonctionnelles de l'activité astrocytaire s'accompagnent souvent de
modifications structurales (Tanaka et al., 2013) touchant notamment, le recouvrement
synaptique par les prolongements astrocytaires qui est régulé de fagon dynamique
(Bernardinelli et al., 2014b; Ventura and Harris, 1999; Villalba and Smith, 2013). Nous
avions précédemment montré que de telles modifications structurales étaient associées a des
contextes pathologiques (Bosson et al., 2015). Dans la lignée de ces études, nous avons essayé
de déterminer si la présence d’APo pouvait aboutir 2 un remodelage de 1’arborisation
astrocytaire. Pour cela, en fin de chacune des acquisitions en imagerie, une reconstruction en
3D du volume de l'astrocyte chargé par le Fluo-4 par la pipette de patch-clamp a été effectuée.
Une analyse de Sholl en 3D a ensuite été¢ appliquée aux reconstructions de ces astrocytes
(Figure 37). Cette analyse consiste a appliquer des spheres concentriques centrées sur le soma
de I’astrocyte et a compter le nombre d’intersections de chaque sphére avec un prolongement
astrocytaire. Cette méthode permet d’obtenir une estimation de la ramification astrocytaire.
Avec cette méthode nous n’avons pas réussi a mettre en évidence de différences significatives
entre les différentes conditions testées (c’est-a-dire avec ou sans application d'Afo). Si des
différences existent, nous nous sommes peut-étre heurtés a la complexité de I'arborisation
astrocytaire et a des problémes liés a la résolution de nos images, qui ne sont pas adaptées a
une ¢étude de la régulation fine de 1’arborisation astrocytaire. En effet, les prolongements
périsynaptiques astrocytaires les plus distaux sont a 1’échelle de la synapse (soit une centaine
de nanometres), ce qui se situe en dessous de la limite de résolution offerte par I’imagerie
confocale classique. Nous avons également étudié cette réorganisation par des marquages
immunohistochimiques dirigés contre la phosphoezrine qui est une protéine associée au
cytosquelette spécifiquement exprimée dans les prolongements périsynaptiques (Bosson et al.,
2015; Lavialle et al., 2011). La encore, nous n'avons pu mettre en évidence de différence
flagrante dans l'organisation de ces prolongements. L’utilisation de microscopie électronique
afin de réaliser des coupes sériées de cerveaux permettant des reconstructions 3D a 1’échelle
du nanomeétre, ou la mise en ceuvre de techniques d’imagerie super résolutive tel que le

STED (stimulated-emission-depletion), couplée a des marquages anticorps dirigés contre les
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protéines des compartiments pré et post-synaptiques (synaptophysine et PSD-95
respectivement) et des prolongements astrocytaire (phosphoezrine), seraient de bonnes
alternatives pour étudier I’évolution de la morphologie astrocytaire avant ’apparition de

I’astrogliose.

Figure 37 Analyse de Sholl en 3D a partir de projections en z d’astrocytes chargés avec le Fluo-4. (A)
L’astrocyte chargé avec le Fluo-4 est transformé en squelette (B) en fonction des maximums d’intensité de
fluorescence. (C) Projection de I'analyse de Sholl appliquée sur le squelette, les fausses couleurs représentent le
nombre d’intersections de chaque sphére. Dans un souci de visualisation, I'analyse est représentée en 2 D sur

cette figure.

Dans la suite de ce travail, nous avons ensuite cherché a identifier quel acteur moléculaire

pourrait étre impliqué dans les entrées de calcium et I'hyperactivité induites par 1’ APo.

6.2. TRPALI1, cible d’ABo.

Récemment, il a été¢ démontré que les activités calciques astrocytaires des microdomaines ne
sont pas dépendantes des libérations de Ca’" par le réticulum endoplasmique. En effet,
I’émergence d’activités calciques dans les microdomaines n’est pas affectée dans un modéle
de souris Ip3r2”" (Srinivasan et al., 2015). Ces activités compartimentées seraient, d’aprés nos
observations et celles d’autres groupes (Nakayama et al., 2016; Rungta et al., 2016a),
quasiment totalement dépendantes des entrées de calcium extracellulaire. Au niveau
astrocytaire, les entrées de calcium peuvent mettre en jeu différents acteurs (voir 1.4.1.1).
Les récepteurs ionotropiques astrocytaires (AMPA, NMDA ou P2X) ont, a I'inverse des
neurones, une faible perméabilité calcique (1 a 3 pS) représentant approximativement 4 % de
la fraction des courants calciques astrocytaires (Verkhratsky et al., 2014). Le canal TRPAI
possede une forte conductance unitaire (110 pS) et une forte perméabilité au calcium

(Pca/Pmonovalent = 35,9). Cette perméabilité peut augmenter davantage lors de 1’activation du
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canal (elle atteint environ 7,9) et représente alors approximativement 23 % de la fraction des
courants calciques astrocytaires (Nilius and Owsianik, 2011). Ces caractéristiques font du
canal TRPA1 un bon candidat pour participer aux entrées de calcium astrocytaire et

notamment aux activités calciques des microdomaines.

Au niveau de I’hippocampe, 1I’expression de TRPA1 est décrite comme étant spécifiquement
astrocytaire. De fortes preuves fonctionnelles de cette spécificité ont été récemment apportées
(Shigetomi et al., 2012b, 2013a). Par marquages immunohistochimiques sur tranches
d’hippocampes, nous avons identifi¢ une expression du canal TRPA1 colocalisée avec le
marquage GFAP astrocytaire, au niveau somatique, ainsi que dans les prolongements
astrocytaires. Ce marquage est également présent dans les prolongements plus fins,

n'exprimant pas la GFAP mais attenants aux prolongements proximaux.

Au niveau fonctionnel, nous avons mis en évidence que I’hyperactivité calcique induite par
Ao est dépendante de ce canal TRPAI. Pour cela, nous avons utilis¢ un antagoniste
spécifique (Mcnamara et al., 2007) de TRPA1 : HC 030031. D'autres antagonistes de TRPA1
ont ét¢ identifiés tels que le rouge de ruthénium, le camphre et I’A-967079, mais ne sont pas
spécifiques ou, dans le cas de 1’A-967079, ne bloque I’activation de TRPA1 que dans
certaines conditions (pour revue voir Nilius et al. 2012). Nous avons choisi au regard de sa
spécificité, d’utiliser I’HC 030031 pour inhiber TRPA1. Dans nos travaux, nous avons utilisé
I’HC 030031 a une concentration de 40 uM, en accord avec d’autres études portant sur
I’implication de TRPA1 dans les activités calciques astrocytaires (Shigetomi et al., 2011,
2013a). Il aurait été intéressant de déterminer si de plus faibles concentrations auraient permis

d’obtenir les mémes effets, puisque I’ICsy de I’HC 030031 se situe aux alentours de 6 pM.

Le canal TRPA1 a ét¢ impliqué dans la régulation de la concentration basale de calcium
astrocytaire au niveau du stratum radiatum de souris (Shigetomi et al. 2012b; Tong et al.
2013) mais peu dans la signalisation calcique astrocytaire basale (Nakayama et al., 2016;
Rungta et al., 2016b). En condition physiologique, ’inhibition du canal TRPA1 ne semble ni
perturber la genése des activités calciques somatiques, ni celle des prolongements. Par contre,
I’application de 40 uM de I’antagoniste spécifique de TRPA1 (HC 030031) en présence
d’APo permet de bloquer totalement 1’hyperactivité calcique induite par ABo. Cette inhibition
de TRPAI induit également un retour vers une distribution physiologique des fréquences des
activités somatiques, couplé a une répartition des activités focal et expanded dans les

microdomaines, similaires a ce qui est observé en condition physiologique. Ces résultats
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suggerent que I’hyperactivité calcique astrocytaire induite par APo est dépendante de
I’activit¢ de TRPA1 et que I’inhibition de ce canal est suffisante pour ramener a un état
similaire a la condition physiologique, la signalisation calcique du réseau astrocytaire et des

microdomaines.

Cette implication de TRPA1 dans I’effet d’APo pourrait provenir d’une interaction directe
entre APo et TRPA1. Par enregistrements électrophysiologiques sur cultures neuronales, il a
précédemment ¢été décrit une interaction non compétitive d’APo et du récepteur a7nAchR,
responsable de I’inhibition du récepteur (Bourin et al., 2003; Liu et al., 2001). Dans nos
conditions, il serait intéressant a court terme, d’utiliser des techniques de co-
immunoprécipitation afin d’envisager la possible interaction entre TRPA1 et ABo. Une autre
hypothése pour expliquer I’activation de TRPA1 par APo passerait par une activation
indirecte du canal. Il est établi que I’APo entraine la production de ROS qui participent a la
toxicit¢ de la maladie d’Alzheimer (Tramutola et al., 2016). Par conséquent, il serait
intéressant de déterminer le décours temporel de cette production de ROS par APo en utilisant
des sondes fluorescentes pour détecter les ROS (Gomes et al., 2005). Le canal TRPAI
posséde de nombreuses cystéines sur ses domaines intracellulaires qui peuvent étre oxydées
par les ROS, ce qui conduit a une activation du canal (Nilius et al., 2012). Il serait donc
possible que la génération des ROS par APo induise I’activation de TRPA1. Etant donnée
I’implication des astrocytes dans les mécanismes de défense face aux especes réactives de
I’oxygene, il serait également envisageable que 1’activation de TRPA1 agissent comme un
¢lément de détection du stress, qui pourrait stimuler, via une cascade de signalisation, la
production de SODI et de glutathion pour limiter les dommages liés au ROS, a I’instar de
I’induction de I’expression de la SOD1 suite a I’exposition au peroxyde d’hydrogene (Milani
et al., 2011). Il est ¢galement possible que I’effet d’APBo sur TRPAT1 soit induit par un stress
mécanique. Ce canal, au niveau de I’oreille interne (exprimé par les cellules ciliées), participe
a la transformation du signal sonore en un signal électrique et chimique (Kwan et al., 2006;
Nilius et al., 2012). La proximit¢é d’Afo avec la membrane plasmique pourrait, en

conséquence, induire un stress mécanique responsable de ’activation de TRPAT.

L’implication de TRPA1 en réponse au peptide amyloide B semble robuste. Cependant ce
canal n’est pas la seule cible d’APo au niveau astrocytaire. Différentes études ont mis en
¢vidence un impact du peptide AB;.4; au niveau de récepteurs et transporteurs exprimés par les
astrocytes. Les récepteurs a7nAChR (Talantova et al., 2013) et mGluRS5 (Lim et al., 2013;

Shrivastava et al., 2013) sont activés par le peptide amyloide, 1I’expression du transporteur
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astrocytaire du glutamate GLT-1 diminue en présence du peptide amyloide (Jacob et al.,
2007). Ces différents effets participent a terme, a 1’hyperactivité neuronale et astrocytaire
observé dans la maladie d’Alzheimer. Un autre acteur majeur de la signalisation calcique
astrocytaire qui pourrait potentiellement participer a cette hyperactivité pourrait étre
I'échangeur Na'/Ca®" NCX. 1l a été montré que 1’expression de cet échangeur est enrichie au
niveau des prolongements astrocytaires (Minelli et al., 2007). De plus, comme décrit
précédemment, en condition physiologique, le potentiel d’inversion des NCX est proche du
potentiel membranaire de repos astrocytaire, permettant ainsi des entrées de calcium. NCX
comme TRPAT1, semble donc étre un bon candidat impliqué dans la régulation des activités
calciques dans les microdomaines. L’inhibition pharmacologique des NCX par le KB-R7943
(inhibiteur spécifique du mode inverse, (Amran et al., 2003)) devrait permettre de déterminer
I’implication de cet échangeur dans les activités calciques des microdomaines. Nous pouvons
imaginer que I’activation du NCX agisse de concert avec celle de TRPA1 mais également que

ces deux acteurs soit impactés selon un décours temporel différent.

En effet, les entrées de calcium induites par ABo mettent probablement en jeu, dans le cas
d’expositions prolongées, 1’échangeur sodium calcium en mode normal, afin d’extruder le
calcium vers le milieu extracellulaire (export d’un ion Ca*" pour Iimport de 3 Na") pour
préserver I’homéostasie calcique. L’étude de la signalisation sodique avec des sondes telles
que le SBFT injectées a un astrocyte par la pipette de patch (Unichenko et al., 2012), couplée a

des agents pharmacologiques, permettrai de mettre en évidence ce phénomene.

De maniére intéressante, nous avons observé une fuite du Fluo-4 de 1'astrocyte patché lorsque
I’ABo était incubé plus de 10 minutes. Il est possible que cette perte de Fluo-4 soit due a une
augmentation du couplage astrocytaire par les jonctions gaps, par exemple pour redistribuer le
calcium en exces, suite a ’activation de TRPA1. 11 est également envisageable que le Fluo-4
ait été extrudé vers le milieu extracellulaire par les hémicanaux, puisqu’une ¢tude récente a
mis en évidence une activation des hémicanaux (composés de Cx 43 et Panx1) induite par
I’augmentation des concentrations de calcium intracellulaire astrocytaire chez la souris

APP,o/PS lapo (Yi et al., 2016).

Aprés avoir mis en évidence une hyperexcitabilité calcique astrocytaire généralisée
dépendante de TRPAT1 induite par des apports exogenes d’Afo. Nous avons souhaité étudié

I’activité calcique astrocytaire chez les souris APP/PS1-21 lors des phases précoces.
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6.3. Hyperactivité calcique astrocytaire précoce chez la souris APP/PS1-21.

Les souris APP/PS1-21 co-expriment les mutations humaines APPg. (KM/67/671NL) et PS1
(L166P-mutated presenilin 1) sous le contréle du promoteur neuronal Thyl. Chez ces souris,
les transgenes sont exprimés de fagon significative deés 1 mois et des plaques amyloides sont
retrouvées au niveau de 1’hippocampe aux alentours de 6 mois (Radde et al., 2006). Chez la
souris, Thyl s’exprime a partir de 14 jours dans la région CA1 de I’hippocampe (Porrero et
al., 2010). On peut donc considérer qu’une surproduction du peptide A4, se mette en place
des 14 jours. Chez la souris APP/PS1-21 agée de 5 a 9 mois, Delekate et collaborateurs ont
mis en évidence une hyperactivité calcique astrocytaire a proximité des plaques amyloides
dans le cortex (Delekate et al., 2014). Cette é¢tude confirme le fait que la surproduction d’Apo
induira a terme une hyperactivité calcique du réseau astrocytaire. Cependant, cette étude ne
concerne que les stades tardifs de la pathologie, lorsque différents processus inflammatoires et

compensatoires ont pu se mettre en place.

Afin d'¢tudier 1'impact de cette surproduction d'AP sur l'activité astrocytaire dans les phases
précoces de la pathologie, c’est-a-dire avant 1’apparition de I’astrogliose, nous avons décidé

d’étudier I’activité calcique astrocytaire chez des souris agées de 17 a 28 jours.

Sur notre modele de souris transgéniques, nous n’avons pas observé de différence dans la
proportion d’astrocytes actifs entre les lignées APP/PS1-21 et WT (souris issues de la méme
portée mais non transgéniques) agées de 3 semaines. Cependant, nous notons une tendance a
I’augmentation de la fréquence de ces activités calciques. Ainsi, la distribution des fréquences
d’activité évolue en faveur d’une loi de Poisson différente chez APP/PS1-21 de celle des
souris WT. La loi de Poisson est une loi de probabilité discrete qui décrit le comportement du
nombre d'événements se produisant dans un laps de temps fixé (si ces éveénements se
produisent avec une fréquence moyenne connue et indépendante du temps écoulé depuis
I'évenement précédent). Ainsi, pour les souris WT, les hautes fréquences représentent des
éveénements rares, tandis que pour les souris APP/PS1-21, les hautes fréquences deviennent
des évenements récurrents, induisant un décalage vers la droite de la courbe, et
s'accompagnant d'une plus grande proportion d’astrocytes classés comme hyperactifs. Ces
tendances reflétent probablement une étape de transition vers 1’hyperactivité calcique
observée dans les stades tardifs de la maladie d’Alzheimer (Delekate et al., 2014; Kuchibhotla
et al., 2009). De manicére intéressante, les mémes profils avaient été observés avec un apport

exogene d'APo et, de la méme manicre, avaient été restaurés vers des profils physiologiques
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par l'inhibition de TRPA1. Cette cohérence valide la signification biologique de 1'étude de ces

distributions.

Au niveau des prolongements astrocytaires, le nombre de microdomaines actifs est plus
important chez les souris APP/PS1-21, bien que nous soyons juste au-dessus du seuil de
significativité (p = 0,052). Etant donnée 1’aspect récent de la surproduction d’Af a ces stades
et le caractére évolutif de I’hyperactivité calcique se mettant en place dans ce modele de
souris transgéniques, un effectif plus important permettrait probablement de conforter cette
tendance. Dans le méme sens, 1’étude des fréquences des activités calciques dans les
microdomaines montre une augmentation significative chez les souris APP/PS1-21. Cette
augmentation s’accompagne également d’une augmentation de la proportion des activités
expanded. Ainsi, I’hyperactivité calcique qui se met en place suite a la surproduction d’Ap,
semble, a ces ages treés précoces, se manifester par des modifications subtiles des parametres
de la signalisation calcique. Ceci va dans le sens d'un effet progressif, cumulatif, compensable
et peut-€tre réversible dans les phases cellulaires critiques de la pathologie (De Strooper and

Karran, 2016).

De maniére intéressante, I’application de I’inhibiteur de TRPA1 chez les souris APP/PS1-21,
permet d'inverser l'ensemble de ces différents effets et tendances. Ces résultats suggérent
donc, que la surproduction d’Ap se traduit par la mise en place d’une perturbation précoce de
I’activité calcique astrocytaire dépendante de TRPA1. Cette phase d’évolution impacte les

astrocytes probablement en amont des dysfonctions synaptiques.

Dans une étude récente, une lignée double transgénique, générée en croisant la souris
APP,,/PS1 4o 4 une souche TRPA1” ", a été mise au point (Lee et al., 2016). Chez ces souris,
a I’age de 8 mois, les performances lors de tests comportementaux mettant en jeu la mémoire
spatiale (piscine de Morris) sont meilleures que pour les souris simple transgéniques
APPy,o/PS14ro. Ainsi, le blocage de 1’expression au long terme de TRPA1 semble préserver
ces souris des déficits cognitifs, malgré la surproduction chronique d’APo et 1’augmentation
de I’astrogliose. Dans cette étude, analyser I’évolution de ’activité calcique entre les souris
APPo/PS14r9 et APPgwe/PS14re X TRPA1” ", aurait permis de déterminer si I’hyperactivité
astrocytaire se met en place et de mettre en relation I’inhibition de ’hyperactivité calcique de
fagon chronique avec I’amélioration des performances cognitives. De manicre
complémentaire il serait intéressant pour la suite de notre projet d’administrer, par exemple

dans I’eau de boisson des animaux (Eid et al., 2008) ou par injection intrapéritonéale
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(Mcnamara et al., 2007), I’inhibiteur spécifique de TRPA1 (HC 030031) aux souris APP/PS1-
21. Cette procédure nous permettrait, de vérifier si I’inhibition tardive de TRPAI1, peut
restaurer les performances cognitives chez des animaux malades, apreés 1’apparition des

symptomes.

En parall¢le de I’étude de ’activité calcique chez les souris APP/PS1-21, nous avons observé
par western-blot au niveau de ’hippocampe, une augmentation significative de 1’expression
de TRPA1 a partir d’un mois, par rapport a la lignée sauvage. Afin de nous assurer que la
surexpression de TRPA1 soit purement astrocytaire, nous avons entrepris de purifier des
gliosomes (fractions membranaires gliales enrichies en marqueurs gliaux tel que GFAP) et
des synaptosomes (fractions membranaires neuronales enrichies en marqueurs synaptiques
tels que PSD-95 et synaptophysine) a partir de lysats d'hippocampe (Carney et al., 2014).
Cependant, il nous a été difficile d'obtenir un enrichissement suffisamment satisfaisant pour
conclure puisque des contaminations astrocytaires importantes (marquage GFAP) étaient
présentes dans la fraction synaptosomale et des contaminations synaptosomales (marquage
PSD-95) dans les gliosomes (données non présentées). Dans ces préparations, il est de plus
difficile de prévoir quelles portions membranaires gliales constituent les gliosomes
(somatique vs. arborisation distale). A 1’heure actuelle, peu d’anticorps dirigés contre TRPA1
sont disponibles et leur spécificité semble discutable. De plus, TRPA1 présente de fortes
homologies avec TRPV1 et ces deux canaux sont souvent co-exprimés au niveau des
neurones sensoriels. Il est pour le moment, par manque d’outils adaptés, difficile d’apporter
une preuve « physique» de son expression spécifiquement astrocytaire au niveau de
I’hippocampe. Néanmoins, de fortes preuves fonctionnelles de sa spécificité astrocytaire au
niveau de I’hippocampe, ainsi qu’une détection d’ARNm spécifiquement astrocytaires ont été
précédemment apportées (Shigetomi et al., 2012b, 2013a). Nos résultats nous orientent
¢galement dans le sens de cette spécificité et d’un enrichissement astrocytaire. Enfin, les
travaux de Lee et collaborateurs sur un autre modele de souris transgéniques pour la maladie
d’ Alzheimer(APPgy/PS14k9), observent également une surexpression de TRPA1 en western-
blot a I’age de 8 mois et décrivent une spécificité astrocytaire du marquage au sein de

I'hippocampe (Lee et al., 2016).
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6.4. Répercussion de I'hyperactivité calcique astrocytaire sur la transmission
synaptique glutamatergique.

Les premiers symptomes de la maladie d’ Alzheimer, sont fortement liés aux dysfonctions puis
a la perte des synapses. Les astrocytes participent activement au fonctionnement de ces
synapses (Haydon, 2001; Haydon and Nedergaard, 2015). Ainsi, nous avons cherché a mettre
en lumiére le lien possible entre I’hyperactivité calcique que nous avons décrite et I’activité

synaptique basale des synapses glutamatergiques.

Dans I’intention de décrypter les changements précoces induits par ABo, nous avons choisi
d’étudier I’activité synaptique glutamatergique basale, en mesurant les sEPSC (spontaneous
excitatory post synaptic currents). Les sEPSC reflétent ’activation des récepteurs aux
neurotransmetteurs du neurone post-synaptique suite a une libération présynaptique de
transmetteurs et se traduisent par I’apparition d’un courant entrant (entrée de cations)
enregistrable par des mesures électrophysiologiques. Les neurones regoivent généralement
différentes afférences, excitatrices et inhibitrices, la mesure des SEPSC refléte la sommation
de ces différents éveénements au niveau post-synaptique. Ainsi, cette mesure permet, de
quantifier la transmission synaptique en temps réel. L hyperactivité calcique astrocytaire que
nous avons identifiée se met en place dés 5 minutes d’incubations avec APo. A cette échelle
temporelle, seule 1’é¢tude de 1’activité synaptique basale permet de déterminer si les
modifications d’activité astrocytaire peuvent avoir un impact sur [’activité électrique

neuronale.

Des ¢tudes précédentes avaient mis en évidence des perturbations de 1’activité synaptique sur
culture neuronale en présence d’Afo, qui se traduisaient par une activation excessive des
récepteurs NMDA. L’utilisation d’inhibiteurs des récepteurs NMDA activés, tels que le MK-
801 ou la mémantine (utilisée dans le traitement de la maladie d’Alzheimer) permettent de
bloquer ’augmentation de ’activité synaptique induite par ABo (Brito-Moreira et al., 2011;
De Felice et al., 2007; Shankar et al., 2007). Sur tranche aigue d’hippocampe de souris, nous
avons observé, dés 5 minutes d’application d’APo, une augmentation de la fréquence des
sEPSC de plus de 200 %. Cette augmentation de fréquence des SEPSC se produit selon le
méme décours temporel que I’hyperactivité calcique astrocytaire induite par ABo. De plus,
I’inhibition de I’hyperactivité calcique astrocytaire (par I’inhibition de TRPA1) permet de
bloquer en retour 1’hyperactivité neuronale que nous observons. Dans leur étude, Brito-

Moreira et collaborateurs ont également observé une augmentation de la fréquence des SEPSC
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apres 15 minutes d’incubation de 500 nM d’Afo sur tranche aigue d’hippocampe de rat
(Brito-Moreira et al., 2011). Ainsi, ils ont corrélé¢ cette augmentation a [’activation des
récepteurs NMDA observée en parallele sur culture neuronale. Cependant, dans un
environnement plus intégré comme la tranche aigue, le récepteur NMDA n’est probablement
pas la seule cible d’APo. Nos résultats suggerent que sur tranche aigue, I’hyperactivité
neuronale se mettent en place plus rapidement (dés 5 minutes) et soit dépendante de
I’hyperactivité calcique astrocytaire, puisque 1’application d’ABo, couplée a I’inhibition de
TRPAI1, prévient D’augmentation de fréquence des sEPSC précédemment observée.
L’hyperactivité neuronale précoce semble donc étre la résultante des modifications de
I’activité calcique astrocytaire et implique donc une communication avec le partenaire

astrocytaire.

L’application d’inhibiteurs pharmacologiques des récepteurs AMPA et NMDA tels que le
NBQX et I’APS5 respectivement (2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[ f]quinoxaline-2,3-
dione et Acide D,L-2-amino-5-phosphonopentanoique), couplée a 1’étude de parameétres
¢lectrophysiologiques, tels que le rise time et decay time des SEPSC permettrait de déterminer
quelles composantes post-synaptiques (AMPA et/ou NMDA) des sEPSC sont affectées par
APo. L’apport exogéne d’Afo induit une augmentation de la fréquence des sEPSC qui
perdure pendant au moins 30 minutes. Les modifications de ’activité synaptique au long
terme (LTP et LTD) seraient, dans un second temps, des paramétres intéressants a prendre en
compte afin de déterminer I’implication astrocytaire et de TRPA1 dans les mécanismes se

mettant en place plus tardivement.

L’hyperactivité calcique astrocytaire que nous avons observée se met également en place
précocement chez la souris APP/PS1-21. De plus, des mesures ¢électrophysiologiques sur
tranche et in vivo, des neurones pyramidaux de CA1 chez un mode¢le de souris transgéniques
(APPgywe/PS1Mmi46v) agées de 10 a 14 mois, ont réveélé une augmentation de la fréquence des
sEPSC et du nombre de potentiels d’actions (Siskova et al., 2014). Chez ces souris, entre 2 et
4 mois (en absence de plaques amyloides), les auteurs n’ont pas noté d’augmentation du
nombre de potentiels d’actions mais n’ont pas étudi¢ 1’évolution de la fréquence des sEPSC.
Il sera donc intéressant d’investiguer si I’hyperactivité neuronale est présente dés la
surproduction d’APo (c’est-a-dire sur des souris agées de 3 semaines) et si 1’inhibition de

TRPAT1 permet son blocage dans notre mod¢le de souris transgéniques.
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Dans ce contexte, une des perspectives de ce travail sera d'identifier quels sont les
transmetteurs impliqués dans cette interaction neurone-astrocyte. Dans un premier temps,
l'attention sera portée sur le glutamate et la D-sérine. Comme nous I’avons décrit dans
I’introduction, sur des co-cultures de neurones et d’astrocytes corticaux de rat, I’application
de faibles quantités d’AP;.4> (de 55 pM a 250 nM) induit une libération de glutamate par les
astrocytes (Talantova et al., 2013). Plusieurs études démontrent également des défauts de
recapture du glutamate par les astrocytes en présence d’ABo, pouvant activer les récepteurs
NMDA synaptiques et extrasynaptiques (de Ceballos et al., 2001; Harris et al., 1996; Parpura-
Gill et al., 1997; Talantova et al., 2013). L’hypothése d’une transmission glutamatergique
d’origine astrocytaire pourrait donc faire le lien entre I’hyperactivité calcique astrocytaire et
les premicres perturbations de 1’activité neuronale. Des résultats préliminaires, obtenus par un
¢tudiant en Master 2 de notre laboratoire (Adrien Paumier), ont permis de confirmer ces
résultats grace a [’utilisation d’un senseur fluorescent du glutamate (iGluSnFR) sur des
cultures primaires de neurones hippocampaux. Ce senseur est actuellement a 1'étude dans le
modele de tranches aigues d'hippocampe. En paralléle, il est possible que la D-sérine, qui est
un co-agoniste du récepteurs NMDA libéré majoritairement par les astrocytes (Mothet et al.,
2015) et dont la libération semble dépendante de 1’activité calcique astrocytaire (Mothet et al.,
2005), soit également libérée par les astrocytes en présence d’Afo. Des études
pharmacologiques (par inhibition de la sérine racémase et par dégradation enzymatique de la
D-sérine extracellulaire avec la DAAO) permettront de mettre en évidence son implication

dans I'hyperexcitabilité neuronale enregistrée en présence d'Afo.

Enfin, il serait important d’identifier le mécanisme de libération, du ou des, gliotransmetteurs
participants a I’hyperactivité neuronale. Les augmentations d’activité calcique que nous avons
observées pourraient induire une exocytose de gliotransmetteurs (Araque et al., 2014).
Néanmoins, il serait difficile d’étudier I’implication de ce mécanisme sur tranche aigue, car
certains transporteur vésiculaires tels que les VGLUT sont également exprimés par les
neurones. De plus, la spécificité des techniques (par utilisation de souris dominante négative
SNARE et injections astrocytaires de toxines clivant les SNARE) ciblant I’inactivation de
certains complexes SNARE (Jourdain et al., 2007; Pascual et al., 2005) au niveau astrocytaire
est soumis a débat (Bazargani and Attwell, 2016). Cependant, il est également connu que
’ouverture de certains hémicanaux dépend de la concentration intracellulaire de Ca’"
astrocytaire (Yi et al., 2016). Dans le contexte de 1’hyperactivité calcique mise en évidence

ici, ces hémicanaux pourraient également participer a libération de gliotransmetteurs
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excitateurs. En parallele, le canal Best-1, qui est exprimé au niveau des prolongements
astrocytaires et activé par les augmentations de Ca®" intracellulaire, pourrait, comme dans les
phases tardives de la pathologie (Jo et al., 2014), participer aux libérations précoces de
gliotransmetteurs. Ainsi, les libérations de glutamate et de D-sérine astrocytaires couplées
aux défauts de recapture du glutamate, aboutiraient a une excitation anormale des récepteurs
NMDA neuronaux, participant, a terme, a l’excitotoxicit¢ et a la détérioration de la

transmission synaptique.

En résumé, nous pouvons imaginer que I’hyperactivité neuronale que nous avons observée
représente une détérioration de la qualité de la transmission synaptique précoce et participe a
terme a I’excitotoxicité synaptique. La prise en compte des mécanismes astrocytaires,
capables de moduler la transmission synaptique, semble €tre un ¢élément primordial afin de

préserver I’intégrité synaptique dans la maladie d’Alzheimer.
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6.5. Conclusion.

Durant ces travaux de thése, nous avons mis en évidence I’implication du réseau et des
prolongements astrocytaires dans [’hyperactivit¢é calcique induite par les formes
oligomériques solubles du peptide amyloide . Cette implication astrocytaire lors des
premicres phases de la maladie d’Alzheimer, est dépendante de I’activation du canal TRPAI.

En effet, I’inhibition de ce canal est suffisante pour bloquer I’hyperactivité calcique

® 4 petvite Y 4 Actlwte
basale

Figure 38 Proposition du mode d’action précoce d’ABo sur l'activité calcique astrocytaire et sur la
transmission synaptique neuronale. (1) L’AB sous forme oligomérique active directement ou indirectement (1°)

astrocytaire et I’hyperactivité neuronale (Figure 38).

@ lon Calcium « Gliotransmetteurs

au niveau somatique et au niveau des prolongements astrocytaires le canal TRPA1. L’activation de TRPA1 induit
des entrées de calcium astrocytaire. (2) L’'augmentation des activités calciques astrocytaires est probablement
lie a des libérations de gliotransmetteurs (2’) qui induisent 'augmentation de fréquences des sEPSC au niveau

neuronal. L'inhibition pharmacologique de TRPA1 permet de bloquer les effets décrits en (1) et (2).

En résumé, nous avons mis en évidence un impact trés précoce du peptide AP sur la
signalisation calcique astrocytaire, avant la mise en place de ’astrogliose et des processus
inflammatoires. L'étude des conséquences de cet impact, a l'interface de la communication
neurone-astrocyte, représente la suite de ce travail. La régulation de Dactivité calcique
astrocytaire pourrait étre un facteur clé dans 1’évolution de la pathologie et découler sur de

nouvelles opportunités thérapeutiques a 1’avenir.
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Conclusion.

Les mécanismes astrocytaires décrits dans ce manuscrit ne sont probablement pas les seuls a
étre impactés dans les phases précoces de la maladie d’Alzheimer. De la méme maniére, les
interactions neurone-glie regroupent possiblement un plus vaste niveau d’intégration qu’entre

neurones et astrocytes.

Depuis une vingtaine d’années, 1’émulation scientifique autour des astrocytes ne cesse
d’augmenter et d’apporter de nouvelles connaissances. Cette étude et ses perspectives,
s'inscrivent parfaitement dans la vision holistique proposée trés récemment (De Strooper and
Karran, 2016) qui semble indispensable a prendre en compte si I’on souhaite décrypter les
mécanismes physiopathologiques a l'origine de la neurodégénérescence et éventuellement,

inverser le phénomene dans les étapes critiques des premicres atteintes synaptiques.
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7. Anhnhexes

7.1. Publication scientifique (Glia 2015)

RESEARCH ARTICLE

Disruption of Dopaminergic Transmission
Remodels Tripartite Synapse Morphology
and Astrocytic Calcium Activity Within
Substantia Nigra Pars Reticulata

Anthony Bosson, " Sylvie Boisseau,’ Alain Buisson,'? Marc Savasta,'?
and Mireille Albrieux’?

The substantia migra pars reticulata (SNr} is a quf output nucleus of the basal ganglia circuitry particularly sersitive to patho-
logical dopamine depletion. Indeed, hyperactivity of SNr neurons is known to be rsponsvble for some motor disorders char-
actenstic of Parkinson's disease. The neuronal processing of basal ganglia dysfunction is well understood but, paradoxically,
the role of astrocytes in thl ngdaﬁon of SNr activity has rarely been considered. We thus mnstlgacd the influence of the
disruption of d ion on plastic changes at tripartite glutamatergic synapses in the rat SNr and on astro-
cyte calcium acti In 6 amine-lesioned rats, we observed structural plastic es of ripartite gluta
synquesy. and p«v:yylwbc hz(t*t:m"ocm These findings suggest that scbthalmummpsu M\dugogmm
cal dnngn that accompany the pathophysiological processes of Parkinson's disease. The pharmacological blockade of dopa-
minergic transmission (with sulpiride and SCH-23390) increased astrocyte calcium oxck&;lity synchrony and gap junction
coupling within the SNr, suggesting a funcnond uhptmon of utoqms to dopamine transmission disruption in this output
nuclews. This hpeﬂctMty is partly r d by subthal nucleus l'ugb—froqmncy stimulation which has emerged as an effi-
cient symptomatic treatment for Parkinson's disease. Therefore, our structural and functional rcd\wug
of Mu'ornl and glial elements highlighting a functional plasticity of neuroglial interactions when dopamine transmission is
disrupted.

GUA 2015;63:673-683
Key words: Parkinson, DBS, astrocyte, calcium, synchrony, dopamine

Introduction nuclus (STN). This laads 0 an incraase in the ronic dis-
opamine (DA} is a key ncumrransmimer, expresed in charge of the main hasal ganglia ourpur nucleus innervared
resmicted brain areas, whose deficiency leads ro complex by STN, the subsanria nigra pars reiculam (SN, thereby

physiological changes assocdarad with motor and cogninive dis- responsible for an inability ro initiare or © suppress maove-

orders (Nieoullon and Coquerel, 2003). The basil ganglia cir- ments (Chevalier and Deniau, 1990; Hikosaka, 2007). High-
cuitry is masdvely innervated by the mesencephalic frequency simuladon of the STN (STN-HFS) is cumently
dopaminergic system and is the first line affecred by rhis defi- the main surgical wearment for advanced Parkinson's discase
ciency. According o the classical pathophysiological madel of pamicularly restoring SNr neuronal activity. STN-HFS may

Parkinson's discase {Albin o ., 1989; Delong, 1990), the exert these cffects by acrivaring rhe axons of STN neurons or

degeneration of dopamincrgic nigrosmiaral neurons generares external globus pallidus (GPe) fibers passing clase to the sie

hyperacriviry of the glummarergic neumns of rhe subchalamic of simulation, leading to the release of bath gluramare and
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GABA wirhin the SNr and thus modularing the excitarory/
inhibitory balance inherenr ro this basal ganglia outpur struc-
ture (Basch et al,, 2011 Maurice e al., 2003 Windels et al,,
2003).

The neuronal nerwork and signal processing involved in
basal ganglia dysfuncrion are well k bur, pamdoxically,
the role of asocyres in the regulation of SNr activity has
rarely been smdied. Aswocyre cakium excimbility is known
to be involved in exchanging information with synapric
clemenss, modulanng | excitability (Fiaco and
McCarhy, 2004, 2006; Parsi er al., 2001), Conversdy. neuro-
rransmimers such as gluramare or GABA activate receprors on
astmcytes generaring calcium rransienrs rhat propagare within
the astrocyte populadon (Haydon, 2001; Porter and McCar-
thy, 1996). Indeed, aswocytes are dynamic brain dements
rhar sense neumnal inputs by their jon channels, neurotrans-
mimer receptors and mansy and can respond by com-
plex calcium signaling and/or morphological plastidry to
modulare pre- and postsynapric clements (Perca cr al., 2009)
in physiological or pathological stares, leading to the concepr
of tripartte synapse (Araque et al., 1999). Thus, juxcaposition
of aswocytic membrans with presynaptic and possynapric
clemenss is impormnr for regulaing synaptic rransmisson
and plasticity (Haber et al.. 2006).

We have previously shown that, in physiological condi-
tions, SNr astrocytes display sponmncows alcium acrivigy
modulared by STN-HFS in a gluramare and GABA release-
dependent manner (Barar er al., 2012), In rhis work. we
investigated the impact of DA mansmission disruption on
strucrural and functional plasdcity of SNr astmoyres, We
tound thar reuronal and aswocytic clemenrs ar glummarergic
synapses underwent significant plastc changes in the SNr of
6-hydroxydapamine (6-OHDAJ-ksioned raws. In parallcl, DA
rransmission disruprion led o remodeling of rhe individual
astmcytic caldum acnviry and of rheir global nerwork acriviry.
Interesringly, STN-HFS parcially reversed chis remodeling of
astmcyte acivity, Together, these resuls demonstrare thar
borh neuronal and astrocyric components are invalved in
adaprarion ro pathophysiological processes affearing dopami-
nergic systems,

Materials and Methods

Unilaterally 6-Hydroxydopamine-Lesioned Rats
Animal experimentation was camied out in accordance with the
Ewopean Community Conncl directives of November 24, 1986
(BA/GO9/EEC) and with the French guidelines on the use of living
anauthuenu&nmwiﬁduwmﬂddn
“Grenoble Insti Ethical Committee”. Sprague-
Dﬂqmnwliﬁgm thetimed with ketamine/xyl
wine (7.5 myg/ky, ip., S‘n*ﬂn&)aﬂmw&hakq{m
taxic apparatss  (Phymep, Panis, France), After tremmment with

674

bbn—n uo -‘M u.. Sig-nN&ldl) 10 protect novadrene igic
d an injection, into the right substantia nigra
pars compacta (SNe), of 9 g 6-hydiosydopamine (6OHDA,
Sigma-Aldrich) disolved in 3 pl stek 0,9% NaCl and 0.2% scor-
bic acid at 2 flow rate of 0.5 pl/min |coordinates relative 1o bregma:
=53 mm anteroposterion, 235 mm lateral, and —7.5 mm dorso-
ventral, with the incisor bar 3.2 mm below the interanral plene (Pax
inos and Wason, 198201 After 3 weeks, 6-0OHDAdesioned and
contol animals of the mme age (6 wecks old) were anesthetized
with chloral hydeate (0.5 mI/100 ) and pedused intracardially with
200 ml 0.9% NaCl followed by 300 mL 4% paraformaldebyde in
0.IM PBS, pH 7.3. Brains were mapidly removed, postlixed over-
night at 4C in 4% paraformaldehyde, i din 20% in
0.IM PBS, pH 7.5, froeen in cooled (—40°C) bopentane 2nd stored
at —30°C, Serial fronl sections (30 pm thick) were cnt with a
cryvostat microtome (HM 500M, Mictom, Francheville, France).

Immunohistochemistry

Floating setions were washed in TBS buffer (0.0M Tiis base,
0.15M NaCD and blocked by incubation with 3% bovine wnun
abwmin in TBS-Tween-Tiiton (TBSTT) (0.1M Tris Base, 0.15M
NaCl, 0.1% Tween, 0.1% Triton X-100) for 30 min {diluion/block-
ing buffer). Tissue sections were then incubated ovemight at 4°C
with the following antibodiex antityrosine hydosylase (TH: Chemi-
con, Temecula, USA, mouse monoclonal, 1:1000), anvighal fibdlbry
adidic protein (GEAP; Dako, Glostrup Denmark, rabbit polyconal,
1:1000), antiphosphoczrin/radivin/mosin (Cell Sigaaling, Danvers,
USA, rabbit polyclonal, 1:500), anti-PSD9S ‘Synpksm(m-
tingen, Germany, mouse lonal, 1:100),
(Sytaptic System, guinea pig donal, 1:500) and
43 (Cod 3; Tvitrogen, rabbit polyclonal, 1:500). Tise sections were
washed in TBSTT and incubated for 2 b at toom wemperature with
the appropriste Al Fluor 48Bconjugated, Ale Fluor 649
mp'nd Molecular Probes) or cyanin 3-conjugated (jackson

'vt

» _..L'.L "3 ¥ ‘, vy . (’lm)k.
tions were washed in TBSTT and d in Vectashield W
medium Vector Laboratonies),
Image Acquisition and Quantitative Analysis

m-««—hd-‘ch;zawumw bser scan-
ning microscope with an ol i Pln A 100X
objective (NA 1.4). hqa:nh(-=h3ﬂmﬁaluqn)w¢

ited for each channel sep v with 2 tandating plhdom with
Waaddlamad‘zn oﬁwnn.lua 12-bit
format,

Inages were then deconwolved wsing MetaMomph (Molecular
Devices, Sunnwvale, USA) with an irerative deconvolution boed on
mem(m)thmdd.

ating fluorescent beads. (175 no M-lcwh: Probes) (Lavialle
qal 201 1), For exch i projections of 20
mmdmuwxshtmmdhhw(w
et al, 2009). Quantierive amalysis of each inmunostiining wa
based on area alter bimatization, for each 1140 pm”
fiekd. To quantify stoore-synapee conmes, the three deconvolved
and = projected images were merged and each area of wlocalization
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m“sn*mndd&ﬁe “cell counter” plug-in
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of interest Bamt er al., 2012; Phel e al., 2007). Singe movies
included 59 =22 asrocytes on 2 field of view of 600 X 300 pm?,
Significan changes in fuorescence were detected on the basis of the

and d with “amalyze ¢ h and “ROF
managet” in Image].
The proportion of wipk d dots was estimated in relati

to the double PSI5 synaprophysin stined dots in the projected
merged images, with the “cell counter” phagin Adobe Photoshop
CS was ised for ueimate inage processing (brightness and contrast
adjustments) and merging.

The resulis are presented 25 means + SEM. Statistical analyses
wete camied out with Mann-Whitney-Wilcoxon tests with signifi-
cance levels of *P < 0.05; **P< 001, and **P< 0,001,

Calcium Imaging on Brain Slices
Sagired shices comaining the rostrad midbrain (350 pm dhick) were
prepared from SprgueDawly mn (postard days 17-21; Janvier,
Le Genest St Isle, Frace) = previoudy described (Barat et al,
2012). Slices conining the GPe, the STN and the SNt were loaded
with the ckivm indictor dye Fluo4 by immersion for 45 min a
35°C in a bath conmining 5 UM Fliod AM (Mokcular Probes,
Eugene. Oregon, USA), 001% Pumonic acd F-127 (Molecular
Probes), 0.005% Cremophbor EL (Sigma-Alddch), and 0.05%
DMSO (dimethy adfoxide, Sigma-Aldrich) in anificial cerebrospi-
nal fluid (ACSF) conmining in mM: 125 NaCl, 23 KCL 12
Mg(l,, 25 CaCly, 1.2 KHRPQ,, 26 NaHCO,, and 10 glicose, As
previowly shown, these conditions allowed w to load around 98%
of SNr astrocyres (Barat et al, 2002) After recovery, slices were
phioed in 2 constandy pedused chamber on the stage of an upright
compound mictosope (Edipse F600 FN, Nikon, Paris, France)
i with a water i jon 20X objective and a confocal
head feonfocad C1 head, Nikon, Paris, France). Excition wa
achieved with light =t 488 nm and emission was filtered with 2
SIS 15 nm fiker. Images wer acquired with EZ-C1 sofiware
(Nikon, Paris, France) &t L2 s intewals in 2 single confocal plane
over 3 period of 5 min.

DA ision was ph dogically blocked by incubating
MMIWS(HBM(Dluqmmpdcﬂgn
Aldrich) and 10 pM sulpiride (D2/D3 recepror antagpnist; Sigma-
Aldrich) for 1 b before and duing cakium imaging reording
(Aceves et ., 2011; Thane-Sandoval et al., 2006). Phamacological
inhibitors, such & tewodotoxin (T1X: Latosan, Vaknee, France) or
carbenosolone (Sigma-Aldich) were perdused in the bath 5 and 20
min before recording, respectively.

When required, brain slices were fixed | h at toom tem perature

in 4% parsformaklehyde, then i ed as dexribed above.
Ewumm
A w 1 o1 A l Lae & faondl M«_

uckHu&Cn..Usk)m'u‘nimlmhdﬂcddzsm
ithin the brain sdice, The electrical stimulati sisted of Aot ook

lauated AR F, ratios and their amplivude and dusation were deter-
mined. These dara were exported 1© SigmaStar software (Systat) for
statistical analysis. All results are prevented a5 means + SEM. Statisti-
al amalyses were camied omr with Mann-Whitney-~Wikoxon tests
wlhl'l&*ck’*d"(&” "P<0£Lud""<0“l

We pedormsed ysis 10 thqn—
M’L cells. This oha of h &
mauhuhmmdmwdﬁqduau
sure of similaity b the The

mhdun-pﬂdwuphddhncaluhnda
time lags of —1.2 and +1.2 5 using the “corrcoef™ function of Mat-
kb, The cell couples were considered a5 synch when the crom-

wdmmeﬁczumdd&?ad&mmimd
fuoresence were similar (Sasaki et al., 20013,

MMW Recordings and
Biocytin Diffusion

Sagittal dices were observed with 3 water immenion 60X NAH))
L:' ive and an infraved- differential interfe
with CCD camera (Oprronis VX435, Keld, Germany), Cells m
identified = ¥ bado- phological criteriz and on elec-
physiological Glass pipertes (8-11 MO) were filled
wihmmdhhuddumm in mM: 105 K ghiconate, 30
KCI, 10 phosphocreating, 10 Hepes, 4 ATP-Mg, 0.3 GTP-Tiis, 0.3
EGTA, adjusted to pH 7.2 with KOH. Biocytin (5 mg/mls Sigma-
Aldrich) was added 10 the pipene solution before each experiment.
Signals were amplified by Asoparch 2008, smpled by a Digidaa
L40A interface and recorded with pClamp8 software (Molecular
Devices, Foster City, USA). Input resistance was cakulated by meas
uring curent i rsponse o 3 10 mV pule with 80 ms duration,
near the end of the wolage command. Only passive astmooyten show-
ing linear UV relationship were kepe for loading, Access resistance
was monitored and cells were excluded from this study when this
parameter varied > 10% throughow the i Cells were
h&dpﬁwﬂ/wﬁb&mhbm:hhv&@dnp-o&.
Shices were then fixed overnght 2t 4°C in 4% paraformaldchyde in
PBS, pH 74. Bioctin derection was pedormed by incubating shices
in avidinbiotinybted honendih peroxidise (ABC-Elie, Vector
Laboratosies, Budingame, USA), reacting with 3.3 -diaminobenzidii
(Vector Laboratories), Images were acquited with 2 light micmoscope
(Eclipse 80i, Nikon) coupled 1o the KOS Framework amlysis system
(TRIBVN, Pars, Framce). (Quantificion was canied owt in a
double-blind paradigm by ing the mumber of biocytin-stained

cells with “cell counter” Image] plug-in.

e Results
vectangubat pubes (0.1 s duration; 100 He) of constant cunent (200
died duiing the 'S wii " . ., 2012), MM“% ]

WA) applied during min recording period (Barat et 2) s oy nigral Synapses
Quantification and Statistical Analysis We mimicked parkinsonian DA neuranal los by a single see-
- frware ck d cells and d their i Al uah ic injecion of 6-OHDA inw the SNc¢ (Ungerstedr,
Ca** activity, analyring the 0 signal F within each region 1971), The efficacy of 6-OHDA lesion was assessed for each
April 2015 675
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Control

6-OHDA

FIGURE 1: Astrocyte processes morphology in &OHDA-lesioned rats. Immunofluorescence labeling of DA neurons (TH positive, green)
in control (A} and 6-OHDA-lesioned (B} rats reveals the SNc lesion. Higher magnification of GFAP-immunoreactive astrocytes within the
SNr [corresponding to the white rectangle area in Al shows little cytoplasm and thin processes in the control rat {C). Reactive GFAP-
positive astrocytes with extensive cytoplasm and branched processes were found in the ipsilsteral SNr (white rectangle aree in B) of 6-
OHDA-lesioned rat D). Phosphoezrin was similarly distributed in control (E), and 6-OHDA-lesioned rats (F). Phosphoezrin punctates
were mostly localized in distal astrocytic processes excluding GFAP staining. [Color figure can be viewed in the online issue, which is

avallable st wileyonlinelibrary.com ]

rar by immunosmining brain seaions for TH (Fig. 1AB). As
previously described, partial kesion of the ascending dopamine

parhway trig s acivaton of asrocyres in several regions of

basal ganglia objeaivized by the increase in GFAP immunore-
acovity (Henning er al., 2008), In rthe SN« rhe size of the

somata and number of branched proceses were increased in

reaaive astrogytes (Fig. 1C,D), Phosphoczrin is 4 membrane
cyroskeleron  linker expressed in astrocytic  proceses and
involved in the formarion of perisynaptic astmeyte processes
conmcting synapses (Lavialle or al., 2011). Phosphoczrin
immunostiining appeared as discrere  puncrates conrinuous
with GFAP-positive sem processes. In both conwel and

lesionad animals phosphoezrin puncrares were smilarly local-

ized in disral astrocyric proceses (Fig, 1EF). We thus won-
\". -

processes ar gluamarergic synapses wichin rthis ourpur nudeus

abour strucrural modifications of perdsynapric asrogytic

of the basal ganglia. Immunofluorcscence was theretore used
w smin synapophysin (specific wm presynapoc rerminals)

PSDos u[\::lﬁ; ro glummarergic postsynapnc demenrs), and

phosphoezrin

[speafic w0 perisynapric asrogre processe

(Lavialle er al,, 2011)). Immunolabelings of these rhree de
ments displayed puncrared labeling with frequent juxraposi-
ton (Fig. 2). The arei of cach immunosained objecr was
quantified and compared berween control and kesioned ani-

crall, we

mals (16 ficlds from 4 animals for cach gmoup), C

observed an increase in PSD95 (189 = 2.2 versus 133 = 1.1

Volume 63, No. 4



Bosson et al: SNr Astrocyte Adaptation to Parkinsonian State

Control

PSD/Syn

6-OHDA

PSDISyn

PSD/Syn

n
s -
0
-3
2 w
g
-
r B i
&~ o
3 20
£
2 ‘
Total Tripartite
= B Cantrai
€ .. | Beonoa
sE ™"
25
8% 10 1
LR -
i
a3
= Ij
o
a

FIGURE 2: Structural plasticity of tripartite synapses in 6-OHDA-lesioned rats. Maximum projections of 20 consecutive 2 slices and subse-
quent deconvolution of synaptophysin (blue), PSD9S (green), and phosphoezrin (red} stainings in control (A) and 6-OHDAdesioned (B)
rat SNr sections. On merged images, PSD95 and synaptophysin appear in gray and phosphoeznin appears in red in order to llustrate
the relocation of phosphoeznn staining close to synaptic elements in lesioned rats. (C) Synspses were objectivized by juxtaposition of
PSD and synaptophysin-positive elements (white arrows). In order to analyze tripartite synapses number and perisynaptic ezrin area,
only phosphoezrin-positive puncta assodated with & pre-and & postsynaptic juxtaposed element were measured Jower panels, white
objects). (D} Quantitative anzlysis of the number of total and tipartite synapses within SNr and of pedsynaptic phosphoezrin area
around individual synapse in control {light gray) and &OHDA-lesioned (dark gray) rats. Quantitative analysis was done on 1140 um®
fields. Results are compared with the control condition with *P<0.05; *P<0.01; **P<0.001, [Color figure can be viewed in the online

issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

n

um’ per fiecld in control; P=0.048) and synaprophysin
(30.6 = 1.8 vemsus 2152 1.6 pum® per fidd in control
P =0.027) smining aras in 6-OHDA-ksioned animals (Fig.
2A.B). Advanced analysis of juxraposed zones conmining
PSD9S and synaprophydn stainings provided an estimarion

of individual synapses wirhin SNr (Fig. 2C) and showad an

April 2015

increase of the number of excitarory snapses in 6-OHDA-

lesioned animals {55.5 = 3.9 versus 40.6 = 3.8 synapses per

ficld in contml; = 0.02). Anaysis of phophoezrin smining
sumounding these synapses (Fig, 2C) revaaled thar the num-
ber of rapartie synapses abo signifiantly increased in 6-

OHDA-lesioned animals (424 240 wversus 28,72 3.2
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mpumsyupslmﬁddmmml.l’ 0:012; Fig. 2D)
even if the proportion of synap ined the
m(75.1:3.5%m1)2’4.l% in conmel; P= 0.37).
Intersstingly, the area of phosphocarin surounding synapses
trended wowards being luger (16.4 = 2.8 versus 8.7 = 1.5 pm®
in conmol; P=0.052: Fig, 2D). As there was no increasc in
the overal phosphoczrin ama smined (151 =19 versus
15.8 2.2 pm” per field in conmol; P =0.969) in 6-OHDA
animals, this indicared redocalization and reshaping of perisy-
naptic asmcyte processes within SNr in lesoned animals.

Blockade of DA Transmission Increases Astrocytic
Caleium Activity Within SNr

Asmogync coverage of synapses has already been reporred ro
be comelared with alcium signaling changes wichin asroqyres
(Tanaka er al., 2013). To analyze the consequences of DA
transmission  blockade on asrogmic spontancous  cakium
acovity, we incubated acure brain slices with 1 pM SCH-
23390 (D1 recepror anmgonist) and 10 pM sulpidde (D2/
D3 receprors antagonist). We prior checked the effect of this
pharmacological blockade on wmipartice synapse plasticiey,
using the sime methodological approach than described above
(n=16 ficlds from 4 slices for cach condidon). One-hour
DA wansmission blocking induced an increase of GFAP
immunoreactivity (Supp. Infe. Fig. 1) with no obvious
change in phosphoczrin localizaton, Overall PSD9S, synapro-
physn and phosphoczrin smining aras were similar in physi-
ological condinon and under blockade of DA rransmission.
This was not accompanied cither by an incraase of the toral
number of synapses nor wirh the number of rripamite synap-
mvdiua SNU (Supp. Info. Fig. 1). The perisynaptic phos-
mmteqmpa“alnmda:
(9.7’3§pm versus 7.5 % 16 pm® in physiological condi-
ton; 7= 015 n=4). In order to asess the arly offea of
DA mansmission disruprion on the astrocyric nerwork, we
nexr analyzed caldum signaling within SNr asrocyres.

In our Fluo4 bading condirion, only asrocws were
loaded (Barar er al., 2012), Blockade of DA mnsmission (Fig.
3A-C) had ne significant effecr on the propomion of actiwe asto-
cyws (239> 1.7% vemus 31.5 = 25% in physiological condi-
ton dwing 2 5 min recording period; # =48 dices from 38
animals and 50 slices from 27 animals, respectively; = 0.074).
However, we observed a change in the emporal dynamics of cal-
cium signaling within active asogyres since blockade of DA
rmnsmision incresed the frequency (0.51 = 0.01 min™" vesus
0.37 =007 min ' in physiological condidon: P 0001),
amplinude [0.362 001 vemus 0192007 (ARF, wbimy
uniss) P< 0001, duation (323 0.9 5 wsus 235 =88 5
P<0001) and the ara under the curve (62202 vesus
35215 (abimary uniss) P<0.001], This, blockade of DA
rmnsmission induced a global increase in the caldum dynamics

678

of SNr acive asrocyws wichout affearing the proporgon of spon-
mncoudy acuve asrocyTes.

In physiological conditions, abour half of the sponmne-
ous activiry of SNr astroqyric is autonomous (i.c., independ-
ent of neuronal acriviry), the other half being dependent on
the spontancous rekase of ghiramare and GABA under the
contral of the STN-SNr and GPe—SNr pathways (Bamr
et al., 2012), We invesigared the cffect of DA mansmission
blockade on the and al acriviry-dependent
pam of spontancous acavity by blocking meuronal mansmis-
sion with 500 oM rmodowxin (TTX). We observed a sub-
smntid decrcase in the propordon of aaive asmocyws
(7.6 = 1.0% of remaining acrive astrocyres; # = 17 dices from
12 animals; P < 0.001; Fig. 3C) corresponding o the neuro-
nal acivity-dependent part of the SNr asrrocyric aciviry
I ingly, within the ining active aswocywes fie.,,
autonomously active), TTX had no effecr on the increase in
calcium dgnalks parameters triggered by the blodkade of DA
mansmission  (frequency: 0,49 = 0,01 min™"; amplimde:
0.39 = 0.04 ARF,;: duraton: 30.1% 30 s; arca under the
aurve: 7.1 = 1.0 arbirrary units) suggesing that DA mansmis-
sion blockade exers a direar influence on the dynamics of the
ASTCOCYTIC ATONOMOUS ACAVITY,

Interruption of DA Transmission Increases
Synchrony and Gap Junction Coupling Within SNr
Astrocyte Network

Aswocymes are interconnected via gap junciions, which allow
intercellular reafficking and tend ro synchronize cdl popula-
tions (Theis and Giaume, 2012). To investgare rthis commu-
nication in the SNr under interruption of DA mwansmission,
we develaped a crosscorrelation function berween caldum
mraces for cach couple of acrive aswocyres (Fig. 3E). Pasitive syn-
chrony was then d w cells whose empoml paterns of
fluerescence were the same rhroughour the period of recording
(Fg. 3E. nghe pancl). We found thar synchrony increased when
DA rransmission was distupted (8.0 = 1.2 versus 3.3 = 1.8% in
physiological condidon; n =48 slices: P= 0.048; Fig, 3F),
Conaurrendy, we assessed gap junaion connecions wichin SNr
by analyzing the diffusion of a gap—juncrion channel-permeable
macer, biogytin, dialyzed by whole-cdl recording of an astrocyre,
Dialysis for 20 min resuled in extensive interedlular diffusion
of biocytin into neighboring astracyres (219 = 29 cdls; n=5
slices Fig. 4R C). This coupled network was significantly mare
exrended than in physielogial condigon (119 = 21 cellsi =5
slices F'=0032) with an increase in the density of coupled
astrocytes (158 £ 14 asmoqyres/mm” versus 87 = 17 asmogyres/
mm® in physological condirion: P = 0.032), Within pasive
astrocytes, inpur resistance slighrly decreased, although nor sig-
nificandy, when DA mansmission was blocked (42,9 2127
ML veraus 67,1 = 18.5 MQ in physiological condition; # =7
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on SNr yte calcium activity. (A Fluo-4-loaded cells in the SNr area of 2
rat sagittal slice; each white dot is an astrocyte, [B) Example of typical fl ariations recorded in SNr astrocytes in physiological
conditions (gray, Physio} and during DA transmission blockade (green, InhD1D2). (Q Proportion of SNr astrocytes displaying calcium
activity during DA trensmission blodkade (InhD1D2), when S00 nM TTX, 100 uM CBX and STN-HFS were applied and in physiclogical
conditions {Physio). D) Frequency and amplitude of astrocyte calcium activity during DA transmission blockade (InhD1D2), when 500 nM
TTX, 100 pM CBX, and STN-HFS were applied and in physiological conditions (Physio). (E) Example of 2 pseudo<olored cosscomelation
matrix. The false color ded the elation coefficient puted b the caldum traces of two astrocytes. The two pro-
files on the right dlustrate synchronous activities within two distant astrocytes. (F) Effect of 500 nM TTX, 100 uM CBX, and STN-HFS on
SNr astrocyte activity synchrony during DA transmission blockade {(InhD1D2) and in physiological conditions Physio). Results are always
compared with InhD1D2 condition with *P<0.05; **P<0.01; "*P<0.001. [Color figure can be viewed in the online issue, which is avail-
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FIGURE 3: Effect of acute interruption of DA ssi

able st wileyonlinelibrary.com]

and 9, respeaivdy; P = 0,351). As previoudy reparted, this
clearaphysiological parameter seems ta be less robust than dye
diffusion © reflear the syncytum size (Schools er al.. 2006).
Concurrently. we looked ar the axpresion pamern of aswrogyric
junctional protein connexin 43 (Cx43) and found an enrich-
menr of its diswibution in SNr when DA rransmision was dis-
rupred (Fig, 412). Togerher, these findings suggest an increase in
coupling berween neighboring asrogytes when DA tansmission
is blocked.

We nexr analyzed the offea of arbenaxolone (CBX. a
gap—junction blocker) on asrogyre hyperexarabiliry, 100 pM
CBX applied for 20 min had no effect cither on the propor-

April 2015

ion of acive asrocyres (193 = 3.1%; #=9 slices from 5
animals: P =0.233) or on caldum signal parameters whereas
it amest climinared syachrony  between  asmocytes
(0.8 = 0.5%; n=19 slices: P=0.00%; Fig. 3C.D.F)., Finally,
we explored rthe involvement of neuronal agivity in chis syn-
chronizarion, analyzing the cffect of TTX. Synchrony was
grearly dearcased by TTX trearment (.32 % 0.21% synchro-
nous astmeytes: # = 17 slices; P<0,001; Fig. 3F) suggesting
that the corrdared nerwork propertics are highly dependent
on neuronal activiry. This raised the quesdon of rhe impaar
on aswocytes of funcrional restoration of SNr neuronal acriv-
iy by STN-HFS.

67%
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FIGURE 4: Effect of acute interruption of DA transmission on SNr astrocyte gap—junction coupling. (A) Example of passive whole-cell cur-
rent recorded in SNr astrocytes (16/22 of recorded astrocytes were passive, 6/22 displayed an outward rectifying current, and 1/22 dis-
played a slowly decaying current; n= 22). Cell was held st ~70 and 10 mV hyper- and depolanzing voltage steps of 80 ms duration
were applied in both directions (-~ 110 to +80 mV). (B} Example of functional coupling of astrocytes visualized by diffusion of biocytin
dialyzed for 20 min by whole-cell recording of a passive SNr astrocyte in the physiclogical condition (left) and during DA transmission
blockade (right). Images were obtained after fixation of the slice and peroxidase revelation of biocytin. (C) Graph summarzing the
extent of SNr astrocyte coupling for blogytin during physiological (light gray) and DA transmission blockade (dark gray) conditions. (D)
immunofluorescence labeling of Cx43 (red) within SNr in physiological (left) and DA transmission blockade {right) conditions. [Color fig-
ure can be viewed in the online issue, which is available 2t wileyonlinelibrary.com ]

STN-HFS Partly Regulates Astrocyte Hyperactivity

STN-HFS is known w restore acriviy of SNr ncurans in
parkinsonian stre to nomal by rcruidng both gluramarer-
gic axons from the STN and GABAergic passing fibers from
the GPe (Bosch er al., 2011; Maurice o al, 2003), We pre-
viously showed thar STN-HFS also affecs SNr astrocyre
excimbility in physiological condirion (Barar er al., 2012).
We rherefore investigared rhe effecr of STN-HFS on astro-
cyte hypemctiviry induced by the blockade of DA rransmis-
sion (Fig. 3C.D). We applicd bipolar elearical simularion
to the STN during a 5 min recording period. This stimula-
tion led w a significant dearease in the propornon of acrive
astmeyres (153 = 2.0% of acrve asmogyres; » = 22 dices
from 16 animals; 7= 0.005). lorerestingly, STN-HFES also
scrongly disrupred aswocynic synchony (0.73 2 0.5% syn-
chronous aswocytes; # = 23 slices; P<0.001; Fig. 3F) con-
firming the involvement of neurona ransmission in
astmeyre activity synchronization. However, no cffect on rthe

rempord dynamics of alcium sgnals was  observed

680

{frequency: 046 = 0.01 min™ '} amplinde; 0.36 = 0,02 AA
Fy duration: 34.0 = 1.3 s area under the curve: 6.5% 0.8
atbirrary unis): these continued to be significancly higher
than in physiological condinons (P« 0.001 for each). Thus,
STN-HTS panly reverses astrogyric hyperacriviy by reduc-
ing the proporoon of actve cell and rtheir synchronizarion.
This weament does nor, however, counteraa the remodding
of the wmpord dynamics of alcium sgnaling miggered by
the blockade of DA mansmission,

Discussion

In this study, we showed rhat redudng or blocking DA wans-
mission led to both stmucrural and funcoenal SNr aswocywe
remadeling. Aswocytic clemenss ar glummaregic synapses
underwenr significant plastic changes suggesting a reorganiza-
tion of tripamire synapses in the SNr when DA ncurons of
the SN¢ were lesionad. In paralel, when DA mansmission
was blocked, spontancous cakium acriviy of individual
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astmcyres and global rk synchrony were enhanced. This
mmyuhypemwwympkn&ymndbyim-ﬂl-‘&
As the final stage of information procesing within basal
ganglia rakes place in the SNr, this nudeus may be considerad
as a gawway in rthe mansmission of basal ganglia informarion
to the motor and cognitive systems (Deniau et al., 2007), We
develaped rwo complemenmry smaregies to investigare the
impaax of hypodopaminergy on the asrogre nerwork, (i)
chronic deplerion of DA by 6-OHDA lesion and (i) acure
blockade of DA mansmission in brain slices with a cocknil of
D1- and D2<lass recepror anmgonists We did nor perform
functional experiments on brain slices from lesioned rass since
caldum imaging studics could nor be carried our in animals
over the age of 25 days Pharmacological blockade of DA
mn.m-dmonmebmnslnpupamdon-a;mddm—
mcmghemduhhhw
pallidonigral mansmission (Aceves er al., 2011; lh.q-
Sandoval er al., 2006) and alwring the tonic and regular
made of discharge of SNt neurons, most of them becoming
irregular with bursts of spikes and pauses similar to those
observed in rthe parkinsonian stare (Degos et al., 2005).
Asrogytes are known to be dysuncronal in various
neurodegeneranve disorders. This dysfuncrion is often accom-
panied by astroglioss characterized by astrocyric hyperrrophy
and an increase in the number of astraqyric processes (Seifere
et al., 2006), Such astrogliosis has been shown ro result from
6-OHDA lesioning of SN, cirher locally or in distant basal
ganglia nucld (Henning er al., 2008), In the SNr, remore
effecrs other than asrragliosis have never been considered. We
dmendmhpatmmmwm
with deconvolution in order w impr (Laviall
eral., 2011). We observed major changes in subrhalamonigral
sympnum&ndbyﬁ-()lﬂh\lenu.mrmofdm
matergic synap ichin the SNr has never been
descibed hefore and can support the increase of exrracellular
glummare measured within SNt following SNe 6-OHDA-
lesion, concurrently with the hyperaaivity of STN neurons
(Flassani er al., 1996, Windels cr al., 2005). Inceresingly,
these changss were associared with a redocarion of perisynapric
astrocyte processes leading w an increased number of mipar-
tnqupnandulmm:hemmofm
synapses objectivized by the pedsynapric phosph stain-
ing area. Wichin the mipardre synapse, the aswocyte exens its
functions mainly through i peripheral processes which
should be considered as separare astrocytic compamments
charaaerized by their content in phosphoczrin, their thin
dimenson and their high degree of plastciry. Phosphoczrin

Bosson et al.: SNr Astrocyte Adaptation to Parkinsonian State

by DA deplerion has been described at the smiacal ghiramaeer-
gic synapses of MPTP-treared parkinsonian monkey wich
decron microscopic amalyses (Villalba and Smich. 2011}
This plastidty invelves a larger spine volume, lager PSDs
and larger presynapic rerminals indicative of increased synap-
tic plasticiry in the residual spines of parkinsonian animals. It
is associated with an increase in  perisynapric asmocye
ensheathment likely to prevent glummate spillover in the
excracellular medium (Villalba and Smidh, 2811). Wichin
SN, remodeling of the perisynaptic asrogre ensheathment
may increase glutamare dearanee and atenuare ddererious
offect of glummate spillover. These observatons are consistent
with the inarease in gap junction nerworking thar may facili-
mre exrracellular glummare and porassum removal during
synaptic acrivity (Pannasch er al., 2012).

Strucrural plasticity of astrocyre-ncuron interacrions is
lown to be asociared wirh acriviry-dependent functional
plasticity of borh parmers (Theodosis et al., 2008). To inves-
tgare the impact of DA rransmission blockade on the aariviry
of SNir astrocyres. we used sagimal brain slices, in which the
tonic sponmncous firing of the glumarergic STN-SNr and
the GABAergic GPe-SNr loaps are preserved (Barar e al.,
2012; Bosch er al., 2011); These loops are of major impor-
rnce within rthe basal ganglia nerwork and am alse the node
of the best known cxample of funaional resorarion of the
nerwork activity by STN-HFS. In the context of DA mrans-
mission blockade, we observed increass in the spontaneous
calcium actviry of individual aswocywes and in the global ner-
work synchrony, The increase in asmocytic caldum signal
dynamics reflecs a direct effecr of DA mansmission hlockade
on aswocytes since it was nor affeaed by cither blockade
(TTX) or samulaion (STN-HFS) of ncuronal aaiviry. In
conerast, the increase in synchrony direcdy depended on neu-
ronal activity, as described in other brain smucnures (Aguado
et al., 2002). These concomirant acrivitiss were not artificially
duc 1o frequency inacase induced by DA blockade sinee (1)
complete similarity on caldum profiles were les likdy when
peaks are more numerous and (i) TTX, CBX or STN-HFS
disrupted  synchronizarion  wirhour affecing  frequency
increase. Pharmacological DA blockade is known m enhance

i and pallidonigral mansmission (Aceves
er al., 2011; Ibanez-Sandoval e al. 2006), lading re
increasss in GABA and glumnmate levels within SNr. How-
ever, SNr asracyric alcium aaivity parely depends on this
GABA and glummare release (Bavar er al., 2012) The
increase in the amounts of rhese rmnsmitrers is therefore

Mymﬂcfwrhcohcmdm-depmkmsy»

appears to play a crudal role in derermining these prop

of peripheral aswocyric processes interacting with the actin
cytoskeleron  (Derouiche er al, 2002, Derouiche and
Frorscher. 2001). A similar inducrion of neuroglial plasticiy

April 2015

ization of aswocyte alcium activity. Thus, the blockade
of DA tmnsmission direcdy affecs the individual asmogree
excitabiliry and indirecdy synchronizes astrocyres through irs
neuronal impacr, Conversdy, biogrin diffuson showed rhar
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gap junciion channcl-mediard communicadon is  also
increased during DA tmnsmission blockade. This was accom-
panied by enrichment and reorgani of Cx43 exp

p within ast in this condition. Conaurrently, a
pronounced increase in Cx43 expresion wirhin SNt was
desciibed in a roenonc-induced modd of Packinson disease
(Kawasaki er al.. 2009) siggesing a rorganization of the
astocytic nerwork during parkinsonian stare thar is already
initared in acute pharmacological DA disruption. This com-
munication can be involved nor only in astrocyre hyperexcit-
abiliry through diffusion of ions or sccand messengers (Theis
and Giaume, 2012) bur also in neumnal nerwork acriviy
through ion h is regulanon (Pa ch er al., 2012),
adding a furrher level of regulation of these newoglial inrerac-
tions. Astrocyre synchrony is inhibited by the gap—juncrion
blocker CBX. This inhibirory effecr could also be due w a
nonspecific effect on several neuronal membrane conducran-
ces (Tovar et al, 2009), However, the fact thar CBX did not
alter other astrocyte excimbiliy parameters or the proportion
of aaive astrocytes (unlike TTX or STN-HFS) is in favor of
a specific action. Therefore, the global astracyre hyperexcir-
abiliry parallds and pardy resules from the | hyper
rlvuyuqummm:oadqumbpnhq)hpwhpd
processes. It may be involved in exchanging informarion
b synapric o maodulating neuronal excrability
through cacium dependent gliorransmimer release (Fiacco
and McCarthy, 2004 Pami er ., 2001) or strucrural adapra-
tion of miparriee synapses (Tanaka et al., 2013).

STN-HFS has been suggesred m modulare parhological
SNr neumnal aaiviy through acrvarion of gluramarergic
subthalamanigral and GABAetgic pallidonigral fibers (Bosch
er al., 2011 Windds er al., 2000, 2005). Besides and conse-
quently ro these neuronal effears, STN-HFS regulares astro-
cyt’ Llr i I, by de .—’ h v v ;‘“ d. “m
astmcytes and abolishing synchrony bermeen active cells. As
mentioned above, the blockade of DA mansmission affects
both the individual asrogyre excrtability through a direct
effea and the synchronization of astrocyres through an indi-
rect newronal impact, Rarionally, STN-HFS only restoms the
neuronal-dependent level af excicability, with no effect on cal-
cium activiry paramcters. This is consistent with an effect
through glummaremic and GABAergic fibers activarion. These
funcrional impacts of STN-HFS on astrocyte signaling
superimposed o ile ghmmuelGAM balance mﬁnemnt

Adirs,

7

suggest an | spatiocemporl dis in regularing
the Il SNr acriviry. For i ¢, amenuation of cakium
acnivity has been sh 0 late with reduced asrrocyric

coverage of asymmertric synapses in hippocampus (Tanaka
eral, 2013),

Our findings provide the first demonsrrarion thar SNr
asrocytes are sensitive ro the disuprion of DA mansmision,
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displaying shorrterm funcriomal plubtyu\dlms«mmx
mral plasncity. One-hour aque DA cransmission  blocking
induced rapid shor-rerm funcional adaprarions of astrocyw
but was probably roo short ro bring significant structural reans-
formarions.  However, pesynapic  phosphoezrin - rended
towards a remodding prefiguring the mid-rerm strucrural plas-
ticity observed in lesioned animak, Asrocyic modlity is
known ro be higher than irs dendritic spines countepart and
sion and remacion evenws thar redy on actun-based cyroskeletal
m!’mmun (Hlba et al. 2006). This phenomenon is
dep on y and promotes spine smbilicy
(&m&nlletd. 2014). Tlmsthou-munqum
plastciry is highly dynamic and could be hard to detecr with a
stac methadology such as immunostaining bur may stabilize
ripamire synapses in the long run when damage is permanent.

These smucauml and funcdomal re-shaping ocaur in the
main basl ganglia outpur nuckeus whose aarivity is directly linked
o ceain motor symproms asociared with Parkinson's disease,
Their benefidal or deeterious consequenas should rherefore be
considered for undersanding the development of the parhological
hypemairy in this srucure and in is fundional restorarion by
STN-HFS. More generally, these comsequences must be thor-
oughly investigared 0 improve our und ding of huncrional
phsidry of neumghal inwracions within pathophysiological
poacses involving DA system dismiption,
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Résumé : La maladie d'Alzheimer est une maladie neurodégénérative associée a une perte progressive
des fonctions mnésiques et cognitives, qui font suite a des dysfonctions synaptiques. Ces dysfonctions
sont en partie dues a la présence d’oligomeres solubles du peptide amyloide B (Apo). Chez ’homme
ces oligomeéres sont déja présents durant la phase asymptomatique de la maladie et semblent expliquer
la perte synaptique et les dysfonctions caractéristiques de la maladie. Cependant, les mécanismes clés
qui initient ce dysfonctionnement et cette perte synaptique restent inconnus. Il est actuellement admis
que la synapse compte un 3°™ partenaire qui joue un role majeur dans l'intégrité structurale et
fonctionnelle de la synapse, I’astrocyte. Grace a leurs prolongements, les astrocytes peuvent enrober la
plupart des synapses et contribuer activement aux changements morphologiques et fonctionnels
observés durant l'activité synaptique. Cependant leur implication a été peu étudiée dans le contexte de
la maladie d'Alzheimer.

Le but de ces travaux de these, était d’étudier de quelle maniére APo modifie I’activité calcique
astrocytaire et quelles peuvent en étre les répercussions sur 1’activité synaptique. Ainsi, nous avons
mis en évidence sur tranche aigue d’hippocampes de souris, une hyperactivité calcique généralisée, au
sein du réseau astrocytaire et au niveau des prolongements fins astrocytaires. Cette hyperactivité s’est
révélée étre dépendante d’un canal membranaire récemment identifi¢ au niveau astrocytaire, le canal
TRPA1. Cette hyperactivité calcique dépendante de TRPA1, se manifeste également trés précocement,
avant D’apparition de plaques amyloides, dans un modele de souris transgénique pour la maladie
d’Alzheimer. Au niveau neuronal, nous avons observé une augmentation de la transmission synaptique
basale en présence d’Afo. De maniéere intéressante, 1’inhibition pharmacologique de TRPA1 permet
de bloquer I’hyperactivité calcique induite par APo et de rétablir ’activité synaptique précédemment
perturbée par I’Afo. Dans leur ensemble, nos résultats suggerent que les astrocytes soient une cible
privilégiée d’APo lors des phases asymptomatiques de la maladie d’Alzheimer, et que le blocage de
I’hyperactivité calcique astrocytaire puisse garantir I’ intégrité synaptique en présence d’Afo.

Abstract: Alzheimer’s disease is a neurodegenerative disorder associated with a progressive loss of
cognitive functions following synaptic dysfunctions. These synaptic alterations are mainly due to
oligomeric forms of amyloid B peptide (APo). In humans, these oligomers are already present during
the silent phase of the disease and seem to explain synaptic loss and synaptic dysfunctions. However,
key mechanisms that initiate synaptic loss and synaptic dysfunctions remain unknown. It is now well
established that there is a third component of the synapse, playing major role in morphological and
functional synaptic integrity, the astrocyte. Thanks to their processes, astrocytes can enwrap most of
synapses and actively participate to morphological and functional changes observed during synaptic
activity. Still, their involvement in Alzheimer’s disease is under-investigated.

The aim of these thesis works, was to evaluate how Ao modify astrocytic calcium activity and what
could be the repercussions on synaptic activity. We have observed on mice hippocampal acute brain
slices a global calcic hyperactivity, within the astrocytic network and inside fine processes. This
hyperactivity was dependent on a recently identified astrocytic channel, the TRPA1 channel. This
TRPA1-dependent calcic hyperactivity shows up also very early, before amyloid plaques formation, in
a transgenic mouse model of Alzheimer’s disease. On the neuronal side, glutamatergic synaptic
transmission was increased by Afo. Interestingly, pharmacological inhibition of TRPAT1 could block
astrocytic calcium hyperactivity and restore glutamatergic synaptic activity previously disturbed by
ApPo. Overall, our data suggests that the astrocyte is a frontline target of ABo during the prodromal
phase of Alzheimer’s disease, and that blockade of astrocytic calcium hyperactivity could preserve
synaptic integrity even when Ao is applied.
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