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PLC: phospholipase C

PP1: protéine phosphatase 1

PPF: facilitation appariée

PPI: inhibition appariée

Pr: probabilité de libération du neurotransmetteur

PSD: densité post-synaptique

PTP: potentialisation post-tétanique

RhoA : homologue des protéines Ras, membre A
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rTMS: stimulation magnétique trans-cranienne répétée
RT-PCR : réaction en chaine par polymérase avec une transcriptase inverse
SAPR. : soluble amyloid precursor protein

SERT : transporteur sérotoninergique

SNC: systéeme nerveux central
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INTRODUCTION

Introduction

Les facultés de mémoire et d’apprentissage sont essentielles pour le comportement
humain puisqu’elles nous permettent de répondre de facon optimale et de s’adapter aux
situations auxquelles nous sommes confrontés dans la vie de tous les jours. C’est sur les bases
de notre mémoire que la personnalité de chacun se bétit : elle est le fruit de notre vécu et de nos
expériences. De plus, notre aptitude a anticiper et a se projeter dans le futur dépend, elle aussi,
de nos capacités mnésiquessque c’est a ’aune de nos expériences passées que 1’on peut se

livrer a la prédiction des conséquences de nos actes présents et futurs.

Des dysfonctionnements dans ces capacités cognitives cruciales se produisent dans des
conditions physiologiques comme le vieillissement ou dans des conditions traumatiques,
comme lors dchocs violents au niveau de ’encéphale. lls peuvent aussi se produire dans une
grande variété de pathologies psychiatriques et neurologiques chroniques telles que 1’addiction,

I’anxiété, la dépression, la schizophrénie ou au cours de maladies neurodégénératives comme

la maladie d’Alzheimer.

Les stratégies thérapeutiques actuelles pour le traitement des déficits d’apprentissage et
de mémoire sont cruellement limitées tant d’un point de vue de la quantité que de la qualité.
Ainsi, en ce qui concerne plusarficulierement la maladie d’Alzheimer (MA), seuls 4
médicaments, appartenant a deux classes thérapeutigueabibiteurs d’acétylcholinestérase
et les antagonistes des récepteurs NMDA, sont actuellement disponibles sur le marché. De plus,
étant donné leufaible Service Médical Rendu, I’ensemble de ces médicaments sont dé-
remboursés en France depuis feAbut 2018 (Arrété du 29 Mai, 2018). Il y a donc un réel
enjeu de santé publique et d’importants effortssont menés dans 1’objectif de mieux comprendre
les mécanismes de cette fonction extrémement complexe qu’est la mémoire afin de trouver des
approches thérapeutiques nouvelles et efficaces pour prévenir ou guérir les troubles cognitifs
associés a la MA.

De par son implication dans la mémoire et I’apprentissage, le systéme sérotoninergique
semble étre une cible thérapeutique de choix. De nombreuses éhahees a la fois chez
I’Homme et chez I’animal, ont mis en évidence I’intérét d’une intervention pharmacologique
sur les récepteurs de la sérotonine pour améliorer des déficits de mémoire et d’apprentissage

(Meneses, 2017; Smith et al., 2017)
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Parmi les 7 différents sous-types de récepteurs a la sérotonine, le récepteur
sérotoninergique de type(8-HT4R), a attiré sur lui une attention considérable en tant que cible
thérapeutique de choix dans le traitementtaibles de la mémoire et de I’apprentissage dans
le cadre de la MA. En effet de nombses études chez 1’animal ont montré que son activation
facilite I’apprentissage et permet de compenser des déficits de mémoire dans des modeles
d’amnésie, et ce dans de nombreux types de mémoire différe(ittagena and Manahan-
Vaughan, 2016)Par ailleurs, il semblerait que la densité de ces récepteurs soit diminuée dans
la maladie d’Alzheimer (Reynolds et al., 199%} qu’ils pourraért jouer un réle dans certaines

cascades physiopathologiques de cette ma(Rdibert et al., 2001)

L’objectif de cette thése est doncd’étudier 1’intérét des récepteurs sérotoninergiques de
type 4 dans le traitement de Imaladie d’Alzheimer en utilisant des techniques

d’¢électrophysiologie et de comportement sur des souris.

La maladie d’Alzheimer étant une pathologie complexe et multifactorielle, plusieurs
¢tudes s’accordent a dire qu’un traitement agissant de concert sur plusieurs cibles
thérapeutiques serait plus 8 méme de produire un effet satisfaisant. Au moyen d’une approche
comportementale, nous avons donc testé 1’intérét de I’association d’un agoniste des récepteurs
sérotoninergiques de type 4 a un inhibiteur de I’acétylcholinestérase (quia I’heure actuelle, fait
partie des traitements utilisés chez ’Homme) sur les performances de mémoire chez la souris.
Nous avons utilisé des doses sub-actives pour chaque agent pharmacologique pris

indépendamment afin de mettre en évidence un éventuel effet synergique.

Dans un deuxiéme temps; moyen d’une approche électrophysiologique, nous nous
sommes attachés a étudier les effets de la stimulation pharmacologiquéd@gR par un
agoniste de ces récepteurs sur la plasticité synaptique hippocampique (une structure primordiale
dans les processus de mémoire et d’apprentissage) chez la souris adulte et saine. En effet, méme
si quelques études en électrophysiologfievivo ont été menées sur le suj@emp and
Manahan-Vaughan, 2005; Matsumoto et al., 20@Bs différences existent, notamment
concernant les effets de la stimulation de$iTaR sur la LTP (absence d’effets ou
augmentation).Afin de simplifier le modele d’étude, nous avonschoisi d’effectuer nos
expérimentationsx vivosur le modele de la coupe transverse d hippocampe. Dans ce modéle
de tranches’#dlippocampe de souris, nous avons ainsi caractérisé les effets de la stimulation de
ces récepteurs serotoninergiques de type 4 sur la plasticité synaptique, puis ahercheé

comprendre les mécanismes par différentes approches pharmacologiques.
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Enfin, au moyen de la méme approche électrophysiologique, nous avons cherché a
étudier ces mémes effets de 1’activation des récepteurs sérotoninergiques de type 4 sur la
plasticité synaptique hippocampique, mais ici dans un modele murin transgénique de pathologie
amyloide, les souris 5XFAD. En effet, des déficits de mémoire et plasticité synaptique ont été
décrits dans ce modele et il a été démontré qu’une activation chronique des 5-HT4R peut rétablir
des performances de mémoire normales chez ces souris. En revanche aucune étude n’a étudié

les effet d’une stimulation des 5-HT4R sur la plasticité synaptique dans ce contexte.
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Les récepteurs sérotoninergiques de type 4

I. Généralités sur le systéeme sérotoninergique

1. La sérotonine

La sérotonine, aussi appelée 5-hydroxytryptamine, est une mono-amine de la famille

des indolaminedigure 1).

NH;

HO
N

N
H

Figure 1: structure chimique de la sérotor

Historique

La sérotonine a été pour la premiére fois identifieée dans la muqueuse gastrique du lapin
et a alors été nommée « entéramine » (Erspamer et Vialli 1937). Par la suite, une autre équipe
de chercheurgdvaillant sur 1’étiologie et le traitement de I’hypertension artérielle, a isolé et
purifié une substance présente dans le sang coagul€ont dénommé « sérotonine » du fait
de sa provenance et de son action vasoconstrictrices (Rapport et al., dQ48)st que
guelgues années plus tard que la sérotonilier@€ramine furent identifi€ées comme une seule
et méme substance (Erspamer et Asero 1952). Elle sera identifiée en 1953 dans le systeme
nerveux central (SNC) des mammiféres (Twarog et Page 1953), ou elle joue un réle de

neuromédiateur.

Localisation et métabolisme

La sérotonine est présente de facon tres importante au niveau de la muqueuse gastro-
intestinale (on y retrouve a peu pres 80% deiat@ine de 1’organisme), ainsi que dans les

plaquettes sanguines et dans les neurones du SNC.
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Au niveau de la muqueuse gastro-intestinale, la sérotonine est synthétisée et stockée par
les cellules entérochromaffines. Ces cellules la libérent par exocytose dans la lumiere ou elle
intervient dans la motilité intestinale en régulant I’activité des cellules des ganglions entériques
et en contractant les muscles lisses intestinaux, gastriques et cesophagiens. Les plaquettes
sanguines ne disposent pas des enzymes nécessaires a la synthése de la sérotonine mais vont
puiser la sérotonine circulante dans le plasma sanguin pour la stocker. La sérotonine libérée par
les plaquettes, lors de I’agrégation plaquettaire, entraine une vasoconstriction (via les récepteurs
5-HT1 des muscles lisses vasculaires). Enfin, au niveau du SNC, la sérotonine est produite,
stockée et libérée par les neurones sérotoninergifjt@ganisation au niveau centrale de la
neurotransmission sérotoninergique sous forme de systéme diffus sera évoquée dans la suite du

manuscrit.

La sérotonine est synthétisée dans les cellules sérotoninergifjgase (2,
exclusivement a partir de I’acide aminé essentiel L-tryptophane, dont le seul apport provient de
I’alimentation. Ainsi une carence de cet acide aminé signifie automatiguement une déplétion
en sérotonine (Nishizawa et al., 199&psorbé dans I’intestin, le L-tryptophane est ensuite
véhiculé par la circulation générale jusqu’au SNC ou il va pouvoir traverser la barriere hémato-
encéphalique, au contraire de la sérotonine qui en est incapable. Aprés entrée du tryptophane
dans le newme par le biais d’un transporteur non spécifique, la synthése de la sérotonine est

réalisée en deux étapes.

Neurone présynaptique Neurone postsynaptique
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Figure 2 Représentation schématique de la synthese dersdectnl niveau central dans un neurone des noyataptié. (de David et Gardier, 2016)
Trp : tryptophane, 5-HT : sérotonine, 5-HTP : 54oxdtryptophane, TPH2 : tryptophane hydroxyl&s8AA: décarboxylase des acides aminés aromatiq
VMAT : vesicular monoamine transporter de typdER B transporteur sérotoninergiquislAO-A: monoamine-oxydase de typ&AdIAA: acide 5-hydroxy:
indole acétique
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Dans un premier temps, le L-tryptophane est hydroxylé en 5-hydroxytryptophane sous
I’action enzymatique de la tryptophane hydroxylase. Il est a noter que cette hydroxylation est
I’étape limitante de la biosynthése de la sérotonine. Le 5-hydroxytryptophane est ensuite
décarboxylé en 5-hydroxytryptamine (5-HT ou sérotonine) par une autre enzyme, la
décarboxylase des acides aminés aromatiques. Apres sa synthése, la sérotonine va subir un sort
dépendant de sa localisation. Au sein du SNGxception de 1I’épiphyse (ou glande pinéale),
ou la sérotonine est transformée de maniére photo-dépendante en mélatonine (ou hormone du
sommeil), elle sera stockée dans des vésicules situées au niveau des terminaisons pré-
symptiques des neurones. Suite a I’arrivée d’un influx nerveux provoquant une dépolarisation
membranaire au niveau de I’élément pré-synaptique, elle sera alors libérée par exocytose. A la

périphérie, la sérotonine est libérée dans la circulation sanguine et stockée dans les plaquettes.

Une fois libérée, la sérotonine se fixe sur ses récepteurs spécififineSexercer ses
effets physiologiques. Son activité, dépendante de son temps de présence et de sa concentration
dans le milieu extracellulaire, est limitée par deux processus qui assurent son élimination et
permettent de réguler sa concentration dans 1’espace extracellulaire : un mécanisme de
recapture et un mécanisme de dégradation enzymatique. La recapture de la sérotonine met en
jeu un systeme de transport actif assuré par une protéine membranaire spécifique, le
transporteur de la sérotonine (SERsi qu’un transporteur non spécifique, le transporteur
vésiculaire des monoamines (VMAT). Ces transporteunspiner la sérotonine de 1’espace
extracellulaire vers le compartiment cytoplasmique ou elle pourra étre dégradée ou.recyclée
La dégradation enzymatique de la sérotonine est effectuée en premier lieu par la monoamine
oxydase de type A (MAO-A) qui conduit a la production de 5-hydroxyindole acétaldéhyde, lui
méme ensuite oxydé pataldéhyde déshydrogénase pour former 1’acide-5-hydroxyindole-
acétigue. Ce dernier est le métabolite principal de la sérotonine, il est inactif et éliminé dans les

urines.

Voies sérotoninergiques centrales

Au niveau central, le systeme de neurotransmission sérotoninergique est dit diffus. En
effet, regroupés en petits amas, appelés noyaux au niveau du tronc cérébral, les neurones
sérotoninergiques vont innerver la quasi-totalité des aires cérébrales. Plus précisément, les voies
sérotoninergiques centraldsqure 3 trouvent leur origine au sein des noyaux du raphé dans
le tronc cérébral, ou les corps cellulaires des neurones sérotoninergiques sont regroupés dans

neuf noyaux numeérotés de B1 a B9 (Dahlstrém and Fuxe, 1964). Ces noyaux sont grossierement
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sépares en deux groupes selon leur localisation anatomique, supérieur et inférieur, de la maniére

suivante (Jacobs and Azmitia, 1992):

- groupe supérieur : noyaux caudal linéaire, raphé médian et dorsal, noyau pontique et
région supralemniscale
- groupe inférieur : noyaux du rapbBscuruspallidus, magnusneurones de la moelle

ventrolatérale et de I’area postrema

Cx

ccC

B Tres élevé
Modérément a élevé
Faiblement

Figure 3: Schéma d'une vue sagitalle de cerveaainuigtaillant les voies sérotoninergiques
Les noyaux du raphé apparaissent en violet et les projections sérotoninergiques en rouge. Le niveau de densité d’axones
arrivant dans les zones cibles est représentészartées colorés. X, noyau dorsal du nerf vAgLN; noyau accumbens
Amy, amygdale; cc, corpus calleux; Ce, cervelet), @Byau caudé-putamen; Cx, cortex; DH, corne ldaisda moelle

épiniere; DRN, noyau du raphé dorsal; Fcx, cortatdl; Hip, hippocampe; Hyp, hypothalamus; IPNao
interpédonculaire; LC, locus coeruleus; LS, sejtdteral; MRN, noyau du raphé median; NTS, noyalmaatus solitaire;
OB, bulbe olfactif, PAG, substance grise périagoaiéyiRMg, noyau du raphé magnus; RO, noyau deé @gturus; Rpi
noyau du raphé pallidus; RPo, noyau du raphé pent&N, substance noire; Tha, thalamus; VH, camizale de la moell

épiniére; VTA, aire tegmentale ventrale (adapsg@euwenhuys, 1985))
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On peut distinguer trois principales voies de projections sérotoninergiques. Les
neurones sérotoninergiques des noyaux du bulbe rachidien vont envoyer leurs projections vers
la moelle épiniere et ceux du pont vont se projeter vers le cortex cérébelleux (Steinbusch, 1984).
Les neurones sérotoninergiques des noyaux du meésencéphale, quant a eux, vont innerver
guasiment le reste du cerveau. Ainsi, les fibres provenant des neurones sérotoninergiques du
noyau du raphé médian innervent fortement I’hippocampe, le septum, I’hypothalamus, le cortex
cingulaire, le cortex occipital et ’amygdale. Les fibres originaires du noyau du raphé dorsal se
projettent vers le locus coeruleus, la substance noire, le striatum, le noyau accumbens, le
thalamus, I’hypothalamus, 1’amygdale, le cortex entorhinal, le cortex frontal et I’hippocampe.

On peut noter que les plus fortes densités de terminaisons sérotoninergiques sont retrouvées
dans I’hypothalamus, la substance noire, les noyaux accumbens et la substance grise

périagueducale (Charnay and Leger, 2010).

2. Les récepteurs a la sérotonine

Les récepteurs a la sérotonine sont subdivisés en 7 familld$:-a 5HT7/R). A
I'exception du 34AT3R, qui est un récepteur canal, ils font tous partie de la superfamille des

récepteurs couplés aux protéinediGufe 4,(Weis and Kobilka, 2018)

N terminus
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Figure 4:structure générale d'un récepteur coupié jprotéines G (adapté de Weis et Kobillka, 2
TM : domaines trans-membraniares, ECL : boucleaesttulaires, ICL : boucles intracellulaires

Ces récepteurs sont caractérisés par la présence de 7 domaines transmembranaires, une
partie amino-terminale extracellulaire et une carboxy-terminale intracellulaire. C'est par leur
interaction avec les protéines G que ces récepteurs peuvent moduler l'activité de différents

effecteurs intracellulaires.
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Les récepteurs a la sérotonine sont couplés aux principales protéines Gutét Guyg),
ce qui permet a cette famille de récepteurs d'influer de maniére trés complexegsamdin

nombre de processus physiologiques et pathologiques qui seront évoqués dans un chapitre
ultérieur figure 5.

5_HT£1J S'HTEJ S'HT7 5'HT1A,1B,1D,1E;1F

ofrefiod
| \I |

Rumea AC
WAV
pooypd :
< ® ATP A&Pc ] </
o 0
PKA
S-HTZF\, 2B, 2C
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Figure 5: Représentation des principales voiesgiglisation associées a la stimulation des réceptsérotoninergiques couy
aux protéines G.
AC : adénylate cyclase, ATP : adénosine triphospiAdiPc : adénosine monophosphate cyclique, PK#éipe kinase A,
PLC : phospholipase C, PLAZ2 : phospholipase A22P[shosphatidyl inositol diphosphate, IP3 : inolditiphosphate, DAG :
diacylglycérol, PKC : protéine kinase C, AA : acidachidonique

Parmi les récepteurs a la sérotonine couplés aux protéinem@etrouvdes 5HT1R
et 5HTsR. La famille des 34T1R comprend 5 sous-types (a, b, d, e et f, le c ayant été reclassé
dans la famille des BFT>2) et sont usuellement couplés a la protéine Gui inhibe I'adénylate
cyclase et entraine une diminution de I'AMP cycliqgue (AMPc) (Bockaert et al., 1987).

De cette famille, le récepteurtbF 1R est le plus étudié. Il est présent a la fois au niveau
pré-synaptique au niveau des noyaux du raphé, ou il inhibe la libération de la sérotonine dans
le reste du SNC, et au niveau pegtaptique dans le cortex préfrontal médian et d’autre régions

corticales, notamment 1’hippocampe (Altieri et al., 2013; Bockaert et al., 1987).
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Les représentants de la famille des réceptet3=R (a et b) sont assez peu connus,
seul le récepteur BITs.R a été mis en évidence au niveau du SNC, au niveau du cortex et du

cervelet (Pasqualetti et al., 1998).

Les récepteurs couplés a la protéing €dnt les représentants de la familleibzR (a,
b et ¢) et entralnent ’activation de la phospholipase C. Il en résulte une production d’inositol
triphosphate (IP3) et di-acylglycerol (DAG) @t,fine, une augmentation de la concentration
intracellulaire de calcium (Roth et al, 1998). LeHBR (Willins et al., 1997) et HT>R
(Molineaux et al., 198%pnt densément répartis dans I’ensemble du SNC alors que lesH-uR
sont trés exprimés au niveau des reins et du foie avec une faible présente dans 1I’ensemble du

cerveau (Bonhaus et al., 1995).

Les 5HT4R, 5HTeR et 5HT7R sont couplés a la protéinedgui va activer I’adénylate
cyclase et entrainer une augmentation d’AMPc. Les récepteurs 5-HT4 sont présents dans
I’ensemble de 1’encéphale mais de fagon hétérogene ; ainsi ils sont le plus fortement exprimés
dans le systeme limbique. LedH+R sont trés fortement présents au niveau du striatum et, de
fagon bien moindre, dans 1I’hippocampe le cortex et I’amygdale (Marazziti et al., 2012). Les 5-
HT-R sont quant & eux tres densément présents au niveau du thalamus antérieur et du gyrus
denté et de maniére moins dense auanivle I’hypothalamus, du gyrus cingulaire antérieur,

de ’amygdale et du reste de I’hippocampe (Varnas et al., 2004).

Enfin, comme évoqué précédemment ledTzR sont les seuls représentants de la
famille des récepteurs a la sérotonine a ne pas étre de type métabotropiques. Ce sont des
récepteurs canaux, de la superfamille des récepteurd.doyps-dont I’activation entraine
I’ouverture et I’entrée de cations. Ces récepteurs sont constitués de 5 sous-unités, dont il existe
5 sous-types a, b, ¢, d, et e, qui peuvent étre assemblées de maniére homo-pentamérique
(uniquement pour BT3R) ou hétéro-pentamérique KbFzalR, 5HTsadRR, 5HTs3aR et 5-

HTsadR). Il est & noter que la spécificité de conductivité ionique est affectée par la constitution
du récepteur, ainsi les homo-pentaméres laissent passer indifferemment sodium et calcium alors
gue les hétéro-pentameres favorisent le passage du sodium (pour revue (Barnes et al., 2009)).
Chez I’homme, ces récepteurs sont trés présents dans le complexe vagal dorsal au niveau du
tronc cérébral, zone qui comprend notammestnigyaux du faisceau solitaire et 1’area
postrema (Pratt et al., 1990). lls sont aussi présents de maniere diffuse au niveau central avec
une plus forte densité (mais beaucoup plus faible que dans le tronc cérébral) au niveau de

I’hippocampe et du striata (Parker et al., 1996).
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3. ROdles physiologiques et implications physiopathologiques de la sérotonine

La sérotonine étant présente dans tous les compartiments du corps, a la fois au niveau
central et périphérique, et ayant une telle multiplicité de ciblasest pas surprenant de
constater qu’elle participe a de nombreuses fonctions de 1’organisme. On peut par exemple citer
la thermorégulation, les comportements alimentaires et sexuels ou encore le cycle
veille/sommeil. Nous allons maintenant détailler certaines fonctions pour lesquelles les

récepteurs a la sérotonine constituent une cible thérapeutique avérée.

Au niveau périphérique

Au niveau intestinal, la sérotonine contribue a la régulation de la mobilité du contenu
alimentaire. L’arrivée du bol alimentaire entraine une distension des parois stomacales et
intestinales ce qui provoque la sécrétion de la sérotonine par les cellules entérochromaffines.
La sérotonine libérée va alors stimuler les fibres nerveuses sensitives tout au long du tube
digestif et agir sur les BFT3R et 5HT4R pour stimuler les réflexe péristaltique et sécrétoire
(Kadowaki et al., 1996). Méme si des études plus récentes semblent démontrer que la sécrétion
de la sérotonine est plus une conséquence qu’une cause de la mobilité intestinale (Bertrand,

2006), on observe tout de méme une iithih de cette mobilité en présence d’antagonistes des
5-HT3R et 5HT4R (Sia et al.,, 2013). La stimulation desH%sR est donc utilisée en
thérapeutique pour le traitement de la constipation (ex : le prucalopride).

La stimulation des H#T3R au niveau de I’area postremaune zone cérébrale dépourvue
de barriere hémato-encéphalique et donc a méme de capter les toxiques circulants dans le sang,
provoque une sensation de nausée et des vomissements. La famille thérapeutique dite des
«sétrons» (dolansétron, granisétron, tropisétron, ondansétron), des antagonistes des récepteurs
5-HT3R, est utilisée pour traiter les nausées et les vomissements provoqués par les médicaments

anticancéreux (Billio et al., 201@jnsi qu’en prévention des vomissements post-opératoires.

Les agonistes desHT4R sont particuliérement efficaces au niveau de I’cesophage ou
ils exercent un effet anti-reflux par stimulation de la motricité du tube digestif. Le cisapride
(Prépulside®), agoniste dedbF4R et agoniste partiel destbF3R, a été largement utilisé pour
traiter le reflux gastr@esophagien et la gastroparésie. En raison d’effets indésirables graves
d’origine cardiaque, il a depuis €été retiré du marché aux Etats-Unis. En France, il est encore
utilisé mais soumis a une prescription initiale hospitaliere aprés échec des autres traitements et

doit étre suivi étroitement par des spécialistes de la pathologie concernée. Le tégaserod,
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agoniste des BIT4R a été mis sur le marché en 2002 aux Etats-Unis et dans divers pays sauf
en Europe, dans le traitement du syndrome du cdélon irritable et de la constipation. Il a été retiré
du marché en 2007 a cause de nombreux effets indésirables digestifs et cardio-vasculaires.

Au niveau central

La sérotonine est hautement impliquée dans le contr6le de nos émotions ; elle est donc
sans surprise trés étudiée dans le contexte de la dépression. La théorie monoaminergique de la
dépression date du milieu desnées 1960. Selon cette théorie, une baisse de I’activité
monoaminergique (en particulier sérotoninergique et noradrénergique) serait a I’origine de la
dépression mentale et cette maladie pourrait étre traitée par des médicaments qui augmentent
I’activité de ces neurotransmetteurs (Schildkraut, 196&)e hypothése s’est développée suite
al’observation qu’environ 15% des patients traités par la réserpine (un médicament initialement
prescrit contre 1’hypertension artérielle) développaient des troubles de ’humeur, et notamment
des épisodes dépressifa étudiant le mode d’action de la réserpine, sa capacité de blocage du
transporteur vésiculaire des monoamines, le VMAT, fut mise en évidence. Ceci empéche la
sérotonine (et les autres monoamin&gtre stockée dans des vésicules et la rend donc plus
vulnérable a la dégradation par les monoamines oxydases. A peu prés a la méme période,
I’isoniazide (Rimifon®), un antibiotique utilisé dans le traitement de la tuberculose, s’est avéré
avoir des effets de type « euphorisant » chez les patients dépressifs atteints de cette infection.
I1 a par la suite été démontré que cette molécule est capable d’inhiber les monoamines oxydases
et donc la dégradation de la sérotonine et des autres monoamines. L’iproniazide (Marsilid®),
un dériveé de I’isoniazide dépourvu d’effets antituberculeux, fut alors développé comme premier
antidépresseur de la classe des inhibiteurs de monoamines oxydases (IMAO). Par la suite, des
IMAO sélectifs de la MAO de type A ont été synthétisés. A I’heure actuelle, un seul IMAO-A

est commercialisé en France : le moclobémide (Moclamine®).

Une autre classe thérapeutique de médicaments a visé antidépressive plus récente et largement
prescrite a pour mécanisme d’action le maintien d’un taux de sérotonine synaptique normal en

inhibant sa recapture : ce sont les inhibiteurs sélectifs de recapture de la sérotonine (ISRS).
Cette classe comprend de nombreux représentants dont les plus prescrits sont la fluoxétine
(Prozac®), la fluvoxamine (Floxyfral®), le citalopram (Seropram®), 1’escitalopram
(Seroplex®), la paroxétine (Deroxat®) et la sertraline (Zoloft®) (Owens, 2004). Ces molécules

se lient au SERTmais ne sont pas transportés a I’intérieur de la cellule, ils vont donc bloquer

durablement son action. La résultante est une augmentation de la concentration extracellulaire
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de sérotonine padéfaut d’élimination, car celle-ci n’est plus récupérée depuis la fente
synaptique vers la terminaison nerveuse pré-synaptique. Enfin il existe une derniere classe
thérapeutique trés proche, ayant un mode d’action similaire mais moins spécifique: ce sont les
inhibiteurs de recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (IRSNA) parmi lesquels on

compte la venlafaxine (Effexor®), le milnacipran (Ixel®) et la duloxétine (Cymbalta®).

Une autre pathologie dans laquelle la sérotonine est une cible intéressante est la
schizophrénie. C’est une pathologie psychiatrique caractérisée par une triade de symptébmes
des symptomes dits « positifs » ou productifs (hallucinations, pensées délirantes,
hyperactivité...), des symptomes négatifs ou déficitaires (retrait social, perte de volonté...) et
des symptdmes cognitifs (d’ailleurs parmi les premiers a apparaitre au cours de la maladie)
comme par exemple des pertes de mémoire ou des déficits de I’attention. Si, en premier lieu
c’est la dopamine qui a été le systéme de neurotransmission le plus étudié dans le contexte de
cette pathologie, la découverte d’une activité antagoniste des 5-HT2R par les médicaments
neuroleptiques dits « atypiques » (clozapine, loxapine, olanzapine, rispéridone et aripiprazole)
a suscité un intérgtour 1’étude de la sérotonine dans cette pathologie (Meltzer and Huang,

2008). Par ailleurs, certains de ces neuroleptiques atypiques comme la clozapine sont aussi des
agonistes partiels destbF1.R (Rollema et al., 1997). Enfin, des antagonistes dé§e& sont
a I’étude en tant que traitements adjuvants des thérapies classiques pour leur intérét au niveau

des troubles cognitifs associés a la schizophrénie (Nikiforuk, 2014).

La sérotonine semble aussi étre impliquée dans la génération de la crise de migraine.
Cette maladie se caractérise par des céphalées intenses, pulsatiles, classiquement unilatérales et
s’accompagne souvent de nausées, de vomissements et de photo/phonophobie. Ce sont ici les
propriétés vaso-constrictrices de la sérotonine qui sont responsables du processus pathologique.
En effet, I’origine de la migraine est une diminution du flux cérébral par vasoconstriction, suivie
d’une vasodilatation réactionnelle qui est responsable des céphalées. Plusieurs récepteurs
sérotoninergiques, de par leur présence au niveau vasculaire, peuvent étre impliqués dans la
vasoconstriction cérébrale caractéristique de la migraine. La classe thérapeutique des «triptans»
(sumatriptan, zolmitriptan...) est constituée d’agonistes sélectifs des SHT1g/pR. La stimulation
de ces récepteurs, présents au niveau post-synaptique sur les arteres cérébrales, provoque une
vasoconstriction qui va s’opposer a la vasodilatation réflexe. De plus, la liaison de ces agonistes
aux autorécepteurs 5Shgp pré-synaptigues inhibe la libération de molécules pro-
inflammatoires (peptide lié au géne de la calcitonine (CGRP), peptide vasoactif intestinal (VIP),

substance P) et des facteurs vasodilatateurs impliqués dans la physiopathologie de la crise
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migraineuseLes dérivés de 1’ergot de seigle (ergotamine, méthysergide...) sont utilisés en
traitement préventif de la migraine et sont eux aussi capables d’interagir avec le systéme

sérotoninergique.

Enfin, de nombreuses études mettent en évidence un intérét majeur de la sérotonine dans
les processus cognitifs, notamment dans I’apprentissage et la mémoire, ce qui fera I’objet d’'un

chapitre ultérieur.

[I. Caractéristiques du récepteuH3-

Nous allons maintenant évoquer en détail les caractéristiquebl@isR{-qui faitl’objet

principal de ce mémoire de thése.

1. Historique

Le 5HT4R, dort I’existence a longtemps fait face au scepticisme, a été pour la premiére
fois décrit dans la fin des années 1990 (1988-1989) comme un récepteur a la sérotonine activant
la production d’AMPc et insensible aux antagonistes des 5HTiR, 5HT2R et S5HT3R
clasiquement utilisés, a I’exception du tropisétron (pour lequel une faible activité antagoniste
5-HT4R fut par la suite identifiée) (Dumuis et al., 1988). Par la suite, les benzamides (comme
le metoclopramide ou le cisapride) furent reconnus comme de puissants agonistes de ces
récepteurs. lls permirent de faire le lien avec un autre récepteur a la sérotonine non classifié et
responsable d’effets pro-kinétiquesdans 1’iléon de cochon d’inde. Ces effetsn’étaient pas
bloqués non plus par les antagonistes dd3 iR, 5HT2R et 5HT3R classiquement utilisés, a
I’exception encore une fois du tropisétron (Ford and Clarke, 1@93}. donc de la synthése
de nombreuses études émanant de différentes équipes dont les travaux portaient sur des sujets
trés variés (activité de I’adénylate cyclase dans les tissus neuronaux de rongeurs, contractions
de I’intestin chez le cochon d’inde, relaxation des muscles lisses de I’cesophage de rat ou encore
activité des muscles cardiaques) que K#TaR a été identifié, regroupant sous un méme nom
de nombreux récepteurs « orphelins » de la sérotonine. Par la suite, le développement de ligands
plusspécifiques permit d’étudier la distribution de ce récepteur dans 1’organisme (Reynolds et
al., 1995) avant que son genesoit cloné, d’abord chez le rongeur (Claeysen et al., 1996;
Gerald et al., 1995) puihez I’lhomme (Blondel et al., 1997; Claeysen et al., 1999) et localisé

sur le chromosome 5.

14



INTRODUCTION

2. Structure et fonctionnement du réceptettbr

Le 5HT4R, comme la majorité des récepteurs a la sérotapipartient a la famille des
récepteurs a 7 domaines transmembranaires et, comme évoqué précédemment, il est
classiquement couplé a la protéing. GCependant de nombreuses particularités structurales

impactant le fonctionnement de ce récepteur ont été décrites.

Isoformes du récepteur 374

Le premier clonage de ce récepteur a été réalisé chez le rat en 1995 (Gerdlé3H)al.,
Cette équipa isolé deux ADNc qu’ils ont appelés 5-HTass et 5HTaL (s pour short et | pour
long) et qu’on nomme maintenant 5-HTsa et 5HT4p. Par la suite de nombreux autres ADNc ont
¢té isolés chez le rat, la souris et I’homme. L’alignement de leurs séquences d’acides aminés
révele que leur séquence est commune jusqu’a la leucine 358, et que les s€quences qui suivent
cette position different et définissent les 8 variants d’épissage clonés chez I’humain (a, b, c, d,
e, f, g, n). Une neuvieme isoforme, h, présente uniquement dans le var@m @ ou son
appellation 5HTany) présente une insertion de 14 acides aminés supplémentaires dans la

seconde boucle extracellulaire du réceptégule 6,(Bockaert et al., 2004)).

@) 350
(a F

LRYTVLHRGHHQELEKLPIHNDPESLESCF 387
(b) LRDAVECGGQWESQCHPPATSPLVAAQPSDT 388
(c) LSSGTETDRKKLWNKEEKIDQTIQMPKRKRKKKASL
SYEDLILLGRKSCFREGK 411

(d) LRF 360

(e) LSFPLLFCNRPVPV 371

£f) LSPVPV 363

(a
(b) 2300300000000

(g) LSGCSPVSSFLLLFCNRPVPV 378 (€) (d) o

(n) LR 359 ()

.kn$

Figure 6 : Variants d'épissage du gene humainéeeyateurs 3474 (d aprés Bockaert et al, 2004)
Enfin, une autre étude ajoute a ces 9 isoformésforme i qui a une séquence

commune a la b avec 120 paires de bases en plus au niveau c-terséjat étisoforme g en
deux isoformes distinctes g1 et g2 (Brattelid et al., 2004).
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Ces isoformes présentent des répartitions variables dans les tissu$’isoforme 5-
HTapest la plus présente dans I’atrium humain (Lezoualc’h et al., 2007), alors que les isoformes
e et f ne sont pas détectées au niveau périphérique (Claeysen et al., 1999). Il a méme été rapporté
la possibilité¢ d’un polymorphisme individuel au niveau de 1’expression de ces isoformes chez

I’homme, avec une expressioet une répartition pouvant varier d’un individu a un autre (Bender

et al., 2000).

Les difféerences de distribution de ces isoformes ddTHR ont d’autant plus
d’importance d’expression que, méme s’il a été¢ démontré qu’elles partagent des caractéristiques
pharmacologiques similaires au niveau des études de liaison (Bender et al.¢2008) pas
toujours le cas au niveau fonctionnel. Ainsi on peut citer de nombreux exemples : le GR113808,
un antagoniste de référence, se comporte comme un agoniste partiel avec I’isoforme 5-HTsnp
(Bender et al., 2000). LesH¥4dR sont plus facilement découplés de 1’adénylate cyclase que
les 5HT4eR, signifiant une désensibilisation plus rapide de cette isoforme (Mialet et al., 2003)
Ou encore, exprimé dans des cellules HEK 293, le varidilss-est couplé a la fois a la
protéine Gs et a @i ce qui n’est pas le cas du 5-HTsaqui n’est couplé qu’a Gus (Pindon et al.,

2002).

Par ailleurs, indépendamment du couplage ou de la susceptibilité variable a un ligand
donné, ces récepteurs ont une particularité qui va dépendre de I’isoforme considérée : leur
activité constitutive. En effet, il apparait que toutes les isoformesHiuB-ont une activité
constitutive marquée&Cependant le niveau de cette activité est inversement proportionnel a la
longueur de la chaine C terminale (Claeysen et al., 1999). Ainsi les isoformes e et f, plus courtes

gue les isoformes a et b, ont une activité constitutive qui leur est deux fois supérieure.

Signalisation intracellulaire du récepteurtdts

Classiguement le BFT4R est couplé a la protéine,&SCependant des voies de couplage
avec dautres protéines G ont été décrites dans la littératuigufe 7). De méme il existerait
pour ce récepteur des voies de signalisation indépendantes de 1’activation des protéines G (pour
revue (Woehler and Ponimaskin, 2009). Ainsi, en plus du classique couplage avec la protéine
Gus, il a été montré que I’isoforme 5-HT4p peut étre couplé a la protéineu (Pindon et al.,

2002) comme évoqué précédemment.
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L e
\ | PDiligand
[
cAMP/PKA NHERF ' | SNX27
GRKS
.y / B-arrestin 4/
ERM src 'V

RhoA

Figure 7: voies de transduction du récepteur 5-itii@pres Woehler et Ponimaskin, 2009)
AC: adénylate cyclase ; PKA : protéine kinase A ; cAMP : adénosine mosjipite cyclique ; AKAP 110
protéine d’ancrage des kinases A ; ERM : ezrine/radixine/moésine ; RhoA : homologue des protéines Ras,
membre A ; NHERF : facteur réguéur de I'échange sodium-hydrogéne SNX27. membre 27 de la famille d
nexines de triage GRKS5 : kinase 5 régulée par les protéines G

De plus un couplage avec la protéingz@ été mis en évideng&rmettant 1’activation
de la petite GTPase RhoA et des protéines de la famille ERM (Ezrine/Radixine/Moésine), ces
deux effecteurs ayant un réle régulateur au niveau du cytosquelette, et menant a la rétractation
de neurites et Harrondissement cellulaire (Ponimaskin et al., 2002). Par ailleurs la protéine
Gu13 est aussi capable de provoquer la libération de PKA par AKAP110, ce qui aboutit & une
activation AMPc-indépendante de la PKA (Niu et al., 20B4Jin la possibilité¢ d’un couplage
avec la protéine Ga été, elle aussi, mise en évidence et de nombreux agonistesi@eR 5-
ont démontré leur aptitude a entrainer la production d’inositol triphosphate (IP3) (Gaven et al.,
2013).1l est cependant important de noter que ces voies de couplage « secondaires » ont été
observées dans des systémes hétérologues, I’existence in vivo de ces mécanismes restant donc

encore a prouver.

La principale voie de transduction deH%zR indépendante des protéines G est
I’activation de la tyrosine kinase SRC qui active par la suite la voie ERK (Extracellular signal-
regulated kinases), une voie notamment impliquée dans I’apprentissage et la mémoire (Barthet
et al., 2007). Enfin des protéines peuvent interagir directement avec la partie C-terminale du 5-
HT4R, notamment avec I’isoforme 5-HT4a pour les protéines NHERF et SNX27 qui joueraient
un role dans I’adressage du BT4R (Joubert et al., 2004).
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Mécanismes de désensibilisation du réceptedid-

Les 5HT4R sont sensibles a des mécanismes de sensibilisation lorsqu’ils sont activés
régulierement. Cette désensibilisation se traduit par un découplage du récepteur avec ses
effecteurs et donc une perte d’activité¢ avec, par la suite, la possibilit¢ d’internalisation du
récepteur. Une désensibilisation homologue des récepteurs a été décrite au modawldis
chez la souris (Ansanay et al., 199R)]’eesophage chez le rat (Ronde et al., 1995) ou encore
au niveau du cceur chez I’homme (Kaumann et al., 1990) avees degrés d’intensité variable
entre les études. Ce dernier élément fut confirmé par la suite par une autre étude démontrant
que I’ampleur de la désensibilisation varie selbisoforme du récepteur concernée (Mialet et
al., 2003) De méme, I’internalisation des récepteurs est elle aussi dépendante de 1’isoforme

(Mnie-Filali et al., 2010).

Barthet et ses collaborateurs (Barthet et al., 2005) ont démontré que la désensibilisation
de la voie de transduction protéine G-dépendante nécessite une expression élevée de la protéine
GRK2 (G protein-coupled receptor kinaae)contraire de 1’internalisation qui, elle, nécessite
la présence d’une zone riche en sérine et thréonine présente dans la queue C-terminale de toutes
les isoformes du BT4sR. La méme équipe démontrera par la suite que la voie protéine G-
indépendante est désensibilisée par la B-arrestine apres phosphorylation par la GRK5 (Barthet
et al., 2009).

3. Localisation du récepteurtdT4

La distribution du S4T4R dans I’organisme a été trés étudiée, a la fois chez le rongeur
et chez I’homme. Les premiers résultats proviennent d’études de liaison utilisant des
antagonistes radiomarqués, essentiellementHGR113808 réalisées avant le clonage du
récepteur. Par la suite s’ajoutérent des études utilisant I’hybridation in situ et la RT-PCR ainsi
gue des études utilisant des anticorps spécifiquesHiluB-(dont la spécificité fait cependant

débat) et des études électrophysiologiques.

Systéme nerveux central

Les 5HT4R sont trés présents dans les structures du systéme limbique (hypothalamus,
hippocampe, noyauaccumbensamygdalefigure 8, au niveau des ganglions de la base, des
tubercules olfactifs et dans la substance noire (Vilaré et al., 1996, 2005). Chez le rat et la souris,
les sites de liaison avec IBHJGR113808 sont plus densément présents sur I’enveloppe des

noyauxaccumbengu’au centre (Compan et al., 1996).
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Chez le rat, la densité de récepteur est plus importante dans le striatum latéral que
médial. De mémei I’on observe une densité moyenne de récepteurs dans 1’ensemble des zones
corticales, une prédominance apparait au niveau du cortex préfrontal en comparaison des
régions fronto-pariétales (Compan et al., 1996). La densitéHiE4R-est modérée dans les
sous-structures thalamiques et hypothalamiques et faible dans les noyaux du raphé (Bockaert
and Dumuis, 1997; Waeber et al., 1995).

VSt
s Tu

Figure 8: distribution régionale des ARNm des réaas S5HT4 dans le cerveau de rat (d’aprés
Vilaré et al, 1996)

Chez ’homme, une étude post-mortema rapporté une distribution similaire, avec de
fortes densités de fixation dans les ganglions de la base et ’hippocampe, ainsi que le cortex et
I’amygdale (Reynolds et al., 1995)(Varnas et al., 2G@gire 9, ce qui sera d’ailleurs confirmé
par une étude ultérieure réalisée chez le sujet sain en tomographie par émission de positrons
(Marner et al., 2010).

Au niveau cellulaire, une étude menée en hybridatigitua mis en évidence 1’absence
d’ARNm des 5-HT4sR sur les neurones cholinergiques du prosencéphale basal. Dans cette méme
étude, les auteurs ont pu observer que les ARNm d€&B-sont en revanche présents au
niveau des populations de neurones GABAergique et glutamatergiques situés dans cette méme
région cérébrale. Par ailleurs, des transcrits del§ /R sont également retrouvés dans les
neurones glutamatergiques des zones cibles des projections cholinergiques que sont

I’hippocampe et le cortex (Pefias-Cazorla and Vilard, 2015).

Au niveau du cortex, d’apres des études électrophysiologiques (Cai et al., 2002), 60%
des neurones glutamatergiques expriment dé$R. Il a aussi été rapporté une augmentation
de la libération d’acétylcholine dans le cortex frontal suite a la stimulation des FT4R,
suggérant la présence de ces récepteurs au niveau pré-synaptiqgue de neurones cholinergiques
(Consolo et al., 1994).
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60L/72.8 60L/93.3 60L/103.6 60L/1 {36

Figure 9: autoradiographie dest314R dans un cerveau humain, coupe frontale (d'ajamgis et al, 2003)
Acb, noyaux accumbens; Ca, noyaux caudés; DG, dgni§; Ent, cortex entorhinal; GP, globus pallidds hippocampe
Pu, putamen; SN, substantia nigra; Th, thalamus.

Au niveau de 1’hippocampe, des études électrophysiologiques chez le rongeur révelent
la présence desBBT4R au niveau des cellules pyramidales de la région CA1 (Bickmeyer et al.,
2002; Matsumoto et al., 2001) et des neurones granulaires du gyrus denté (Bijak and Misgeld,
1997). Une étude ayant réalisé des marquages par hybridation in situ indique la présence des
ARNmM des 5-HT4R dans les régions CA1 a CA3 et dans le gyrus denté. En revanche, on
n’observe pas de co-localisation entre le marquage de ces ARNm et ceux de la GAD65 qui
révéle les interneuronesl semblerait donc que les3T4R ne soient pas présents sur les
interneurones GABAergiques du gyrus denté et des région CA1 a CA3 (Pefias-Cazorla and
Vilar6, 2015).Une étude de liaison avec un ligand radiomarqué chez le rat et le cochon d’Inde
indique une présence dedH3=4R a un niveau similaire entre ces deux régions (Vilaro et al.,
2005).

La répartition de ces récepteurs se fait en couches, dans la région CA1 on observe une
plus forte densité au niveau deskaatum orienset stratum radiatunpar rapport a latratum
pyramidaleou sont localisés les corps cellulaires des neurones pyramidaux. Dans la région
CA3, on observe une répartition similaire avec en plus un fort marquage dsimatisn
lucidim. Dans le gyrus denté le marquage est plus fort au niveau de la couche moléculaire que
dans la couche des cellules granulaires. Ces observations suggéerent gqd&J4e0bt plutdt
une localisation dendritique et axonale (le fort marquage dastsatam lucidunde la région
CA3 reflete la présence de ces récepteurs sur les fibres moussues qui sont les projections
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axonales des neurones granulaires du gyrus dent€). La méme étude a également procédé a des
marquages par hybridatian situ et rapporte en revanche une différence d’expression des

ARNmM de ces récepteurs entre le gyrus denté et les régions CA1 et CA3. Ainsi les ARNm des
5-HT4R sont plus fortement exprimés dans le gyrus denté que dans les régions CA3 et CAL.
Cette différence tiendrait a une plus forte expression des isoformes b dans le gyrus denté alors
qgue les isoformes a et e sont exprimées au méme niveau dans ces différentes zones. Chez
I’homme, une étude de binding post-mortem avec un ligand radiomarqué indique que les 5-

HT4R sont plus densément présents dans la région CAl et le subiculum que dans le gyrus denté
et la région CA3 (Varnas et al., 2003).

Tractus digestif

Au niveau du tractus digestif lesHbF4sR sont présents en grande quantité. lls sont
notamment présents dansstomac (plexus myentérique et couche musculaire de I’antre et du
fundus) et le colon (plexus myentérique et couche musculaire), dans des proportions similaires
chez I’homme et le cochon d’Inde, bien que la densité de récepteurs au niveau du plexus
myengrique soit plus élevée vis a vis de la couche musculaire chez le cochon d’Inde par rapport
a I’humain chez qui les niveaux sont proches entre les deux couches (Taniyama et al., 2000).
Une étude chez la souris éntbntré des résultats similaires avec la présence d’ARNm des 5-
HT4R dans I’intestin gréle et le colon avec une plus grande présence de transcrits dans la sous-
mugueuse Vvis-a-vis du plexus myentérique (Liu et al., 2005). Chez le rat, la présehtEsRe 5-

a été rapportééans 1’iléon et le colon mais pas dans le duodénum (Gerald et al., 1995).

Ceoeur

C’est dans I’atrium qu’on retrouve la présence de 5-HT4R chez le rat, a I’inverse du
ventricule qui en est dépourvu (Gerald et al., 1995). De méme, il a été reporté la présence de
transcrits SHT4a etp (Liu et al., 2005) danboreillette chez la souris biegu’une étude plus
récente indique que ces ARNm disparaissent aprés la naissance (Kamel et al., 2007).

Une étude de PCR quantitative chez I’humain a permis de montrer des résultats
similaires, démontrant la présence d’ARNm des 5-HT4R dans Dl’atrium avec une nette
prédominance de I’isoforme b (Lezoualc’h et al., 2007). De plus, des études d’hybridation in
situ ont révélé la présendéARNm des 5-HT4R a la fois dans 1’atrium et dans le ventricule
(Bach et al., 2001; Brattelid et al., 2004).
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Autres visceres

La présence de BT4R en périphérie a été mise en évidence dans plusieurs autres
organes parmi lesquels on compte la vessie, les glandes surrénales et les vaisseaux sanguins,
notamment respiratoires. En revanche, il n’a pas été détecté de 5-HT4R dans le foie (Liu et al.,

2005).

4. Approches expérimentaux devdulation de I’activité du récepteur 5-HT4

Pour étudier les effets desHoFsR dans 1’organisme, la mise au point d’outils a été
nécessaire et est encore aujourd’hui poursuivie avec des techniques de plus en plus pointues.
Nous allons maintenant détailler les moyens pharmacologiques et génétiques utilisées pour

explorer I’activité des 5-HT4R.

Modulation pharmacologique du récepteuHds

Les ligands des BFT4R sont regroupés, sauf quelques exceptions, dans 5 grandes
familles chimiques : les dérivés de la sérotonine (indoles), les benzamides, les benzoates, les

arylcétones et les benzimidazolesb{eau J.

La mise au point d’agonistes spécifiques des 5-HT4R a commencé par la recherche de
composeés trés proches de la sérotonine. Ainsi une simple méthylation de la fonction alcool de
la sérotonine a donné la 5-methoxytryptamine (5-MeOT) qui perd du fait toute affinité pour les

5-HT3R, mais reste non sélective vis-a-vis des autres récepteurs a la sérotonine.

Le tegaserod, fruit de modifications structurales plus conséquentes (groupement
carbazimidamide) présente une forte affinité associée a une activité moyenne et une grande
sélectivité (Buchheit et al., 1995).

La seconde classe d’agonistes est la famille des benzamides et a donné de trés nombreux
représentants, dont les plus connus ont été, ou sont encore, commercialisés en tant que
médicament. La premiére génération conservait une affinité pouH&sb{métoclopramide,
zacopride)mais de subséquentes modifications ont permis d’obtenir une meilleure sélectivité
vis-a-vis des F4T3R (comme le cisapride qui conserve malgré tout une haute affinité pour les
récepteursilet les SHT2R). Enfin la derniere génération a vu encore une amélioration de la

sélectivité pour les B#T4R (prucalopride, mosapride) (Briejer et al., 2001; Kato et al., 1996).
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Agonistes pKi PECso Efficacité Sélectivité Statut
5-HT 71-75 7.4-8 E Aucune
5-MeOT 6.2 7.7-7 E 5-HT4>>5-HT3
Tegaserod 8 8.8 P Sélectif Médicament (Zelnorm®)
Cisapride 7.1 7.25 E 5-HT2,01, hERG Médicament (Prepulsid®)
SC53116 7.5-8.1 7.64 PE Sélectif
Prucalopride @~ 8-8.6 75-78 P Tres sélectif Médicament (Resolor®)
Mosapride 6.8-7 7.1 P Sélectif Médicament
LS-65 0155 8.78 6.7-8.3 Tres sélectif Phase Il
Velusetrag 7.7 7.9-8.3 E Tres sélectif Phase Il
RS 67333 8.7 8.4 P Tres sélectif
RS 67506 8.8 8.6 P Tres sélectif
YKP 10811 8.3 P Tres sélectif Phase Il
Revexepride Phase Il
BIMU 1 6.4-7 6.5-8.4 PE Faiblement sélectif
BIMU 8 7-75 7.1-8.1 E Faiblement sélectif
Antagonistes
GR 113808 9.2-9.8 8.8-95 Sélectif
SB 203186 9 8.3-8.7 Tres sélectif
SB 204070 9.2 10.5 Tres sélectif
ML 10375 8.5-9 9 Tres sélectif
ATBI 221 8.54 8.3 Tres sélectif
RS 39604 9.1 9.3 Trés sélectif
Agonistes
inverses
GR 125478 10-10.4 9.75-10 Tres sélectif
SB 207266A 9.5-10 10.6 Trés sélectif Phase Il

Tableau 1: principaux ligands des récepteurs 5-Wldpié d aprés Bockaert et al, 2004)
E : agoniste entier, P : agoniste partiel, plkigarithme négatif de la constante d’affinité, pEC50 : logarithme négatif de la
concentration produisant 50% de l'effet maximal d 'un agoniste

D’autres classes d’agonistes ont ensuite vu le jour ; ainsi un remplacement de la liaison
amide des benzamides par une fonction ester donna la famille des benzoates dont le LS-65 0155
est un représentant doué d’une excellente sélectivité malgré une affinité non négligeable pour
les récepteurs et alD (Moser, 2002). La classe des arylcétones dérive des benzoates mais ne
partage pas leur sensibilité a I’hydrolyse et présente une bonne affinité ainsi qu’une excellente

biodisponibilité et la capacité a traverser la barriere hémato-encéphalique (Edleh9=).
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Un représentant notable de cette classe est le RS67333. Ce composé a une haute affinité (pKi =
8.7) et une grande sélectivité pour ledB4R. En effet il présente une faible affinité pour tous

les autres récepteurs testés (pKi aux alentours @lB&ception des récepteurs o pour lesquels

il a une affinité similaire aux BT4R (Eglen et al., 1995). Ces propriétés en font un outil
pharmacologique extremement utilisé dans la littérature pour 1’observation des effets de la
stimulation des $T4R autantin vitro quein vivo. Enfin, les molécules de la classe des
benzimidazolones, dont les représentants sont le BIMU 1 et BIMU 8, présentent une tres bonne

affinité et activité mais sont peu sélectifs (haute affinitéTz-etc2) (Bonhaus et al., 1993).

Parmi les antagonistes de#i34R, le GR 113808, de la famille des indoles, a été le
premier & associer une haute affinité pour |@$TaR et une faible pour les B3R (Gale et
al., 1994). De plus, il a été le premier radio-ligand deffR disponible dans le commerce et
a donc été d’une importance fondamentale pour les études de distribution d¢B:B-dans
I’organisme (Grossman et al., 1993)armi les antagonistes il n’y a pas de représentant de la
famille des benzamides qui sont tous agonistes. En revancing, ’amide est substitué par
un ester on obtient un antagoniste. On peut citer le ML10375 et le SB 204070 comme exemples
de cette particularité (Gaster and Sanger, 1994). La classe des arylcétones contient des
molécules ayant plusieurs avantagés remplacement de 1’ester par une cétone donne une
meilleure biodisponibilité ; ces molécules ont aussi la capacité de traverser la barriere hémato-
encéphalique. Le représentant le plus utilisé de cette classe est le RS 39604 qui présente une
excellente affinité (pKi = 9.1) et une trés bonne sélectivité (pKi aux alentours de 6 pour la

majorité des récepteurs testés) pour I&saR (Hegde et al., 1995).

Modifications de [’expression du gene codant pour le récepteuH3=

En complément des méthodes pharmacologiques, il est possible d’étudier le rdle des 5-
HT4R, par exemple, par ’utilisation de modeles génétiques de souris chez lesquels le gene

codant pour le récepteur est modifié.

Un seul modéle de souris K@'exprimant pas le 5-HT4R, a été produit (Compan et al.,
2004). Ces souriont été générées par I’insertion d’une mutation au niveau de 1’exon codant
pour la troisieme boucle transmembraire du récepteur. Au final, des souris hétérozygotes de
fond génétique 129/SV ont été obtenues et leur croisement permet la génération de 18% d
souris homozygotes. Ces souris ont un développement normal, bien que la proportion
d’individus homozygotes produits soit anormale (la génétique Mendélienne supposerait une

proportion de 25%), ce qui suggere une mortalité feetale un peu supérieure.
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Un autre modele de souris transgenique, surexprimartilesB-humain dans les tissus
cardiagues a été créé (Gergs et al., 2010, 20&3nodele a été produit afin d’étudier les effets
cardiaques provoqués par I’activation des 5-HT4R chez ’homme en tirant parti du fait que ces
récepteurs ne sont présent au niveau cardiaqgue que durant le développement chez la souris
(Kamel et al., 2007).

5. ROles physiologiques et implications physiopathologiques du réceptd¢y 5-

La connaissance deffets périphériques de la modulation de I’activité des 5-HT4R dans
I’optique d’un traitement central ciblant ces récepteurs est capitale afin de prévoir et si possible

éviter d’éventuels effets indésirables.

C’est dans le tractus digestif que le role desHoR a le plus été étudié au niveau
périphériqueDans ce systéme, I’activation des récepteurs 5-HTsa un effet pro-kinétique et va,
de maniere générale, favoriser I’avancée du contenu gastro-intestinal. Dans ce sens, il a été
rapporté une augmentation de la sécrétion muqueuse et une augmentation du réflexe
péristaltique (pour revue Hegde and Eglen, 1996). Une étude réalisée sur le colon humain a
montré que ces effets pro-kinétigues passeraient par une augmentation de la libération
d’acétylcholine (Cellek et al., 2006). Cependant, des études récentes ont indiqué que la
sérotonine endogéne ne semble pas vraiment impliquée dans le contréle de la motilité
intestinale (Bertrand, 2006; Li et al.,, 2011b; Spencer et al.,, 2011) alors méme que
I’administration d’antagonistes des 5-HT3R et 5HT4R inhibe le reflexe péristaltique et la
mobilité gastro-intestinale (Heredia et al., 2009; Kadowaki et al., 1996). On peut donc supposer

que les 3-T4R auraient plus un role modulateur qu’un role générateur de la motilité intestinale.

L’observation du modéle de souris KO pour les 5-HT4R permet de plus de révéler la
nécessité de leur présence pour la croissance et la maintien des neurones au niveau du systeme

nerveux entérique (Liu et al., 2009).

Au niveau cardiaquealstimulation des 34T4R aurait un réle inotrope et chronotrope
positifs (Blondel et al., 1997). On suppose dqgoel’action d’agonistes des 5-HT4R pourrait
entrainer des arythmies cardiagu&s.niveau des vaisseaux sanguin, I’activation des S-T4R

entraine un relachement vasculaire (pour revue Hegde and Eglen, 1996).

Au niveau de la vessie, I’effet d’une activation de ces récepteurs favorise la miction en

modulant la transmission chodirgique (I’incontinence urinaire étant d’ailleurs un des effets
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secondaires du cisapride). L’activation des 5-HT4R au niveau des glandes surrénales entraine

une augmentation de la libération de cortisol, de corticostérone et d’aldostérone.

Au niveau centl, les effets d’une modulation des 5-HT4R sur les processus de mémoire
et d’apprentissage ont été beaucoup étudiés comme nous le développerons dans un chapitre

ultérieur.

Par ailleurs, les HT4sR ont été plus récemment considérés comme une cible
thérapeutique intéressante pour le traitement de la dépression. En effet unpmstudertem
réalisée sur les cerveaux de victimes de suicides violehgnt pas suivi de traitement
antidépresseur, a démontré une augmentation de la densitéTd® 5t d’AMPc au niveau du
cortex frontal et des noyaux caudés par rapport aux cerveaux de sujets témoins (Rosel et al.,
2004). Par la suite, une étude réalisée chez le rongeur a mis en éyidende a ’activation
des 5HT4R pendant 3 jours, on pouvait observet réduction de I’immobilité dans le test de
la nage forcée, une réduction de 1I’hyper-locomotion induite par ablation du bulbe olfactif et le
rétablissement a la normale de la consommation de sucrose suite a un stress chronique (Lucas
et al., 2007). Cette étude démontre non seulement la viabilité de cette stratégie thérapeutique
dans le traitement de la dépression mais aussi révele un profil d’action trés intéressant car les
effets antidépresseurs sont observés aprées un traitement beaucoup plus court que pour les
thérapies classiques (3 jours contre 2 a 3 semaines pour les ISRS). Une telle particularité est
d’une importante fondamentale en clinique car le délai d’action des antidépresseurs utilisés a
I’heure actuelle est souventapériode critique pendant laquelle le risque de passage a 1’acte

(tentative de suicide) est augmenté.

De nombreuses autres études ont depuis démontré un lien, si ce n’est un intérét, entre
les 5HT4R et la dépression (Bai et al., 2014; Castello et al., 2018; Darcet et al., 2016; Licht et
al., 2009; Tamburella et al., 2009 ar ailleurs, des travaux menés sur les souris KO pour les
5-HT4R rapportent que ’absence de ces récepteurs affecte négativement I’effet des ISRS
(Amigo et al., 2016).

De plus, malgré un comportement normal en conditions basales, ces souris présentent
des réponses comportementales et alimentaires anormales en conditions de stress (Compan et
al., 2004) 11 a aussi été observé une diminution de I’activité électrique spontanée des neurones
des noyaux du raphé associée a une diminution des niveaux tissulaires de la sérotonine et de

son principal métabolite (Conductier et al., 2006).
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. Intéréts thérapeutigeade la modulation du récepteur 5-HT4

L’étude des 5-HT4R a mené a la commercialisation de nombreux médicaments et est, a
I’heure actuelle, toujours d’un intérét majeur dans la recherche clinique avec de nombreuses

études en cours sur des pathologies aussi variées que la distribution de ces récepteurs est large.

1. Traitements actuellement commercialisés

Seulement 6 comysés ont a I’heure actuelle été commercialisés dans le monde en tant
gue meédicaments sur la base de leurs propriétés agonistedideR 8t tous concernent le

traitement des troubles gastro-intestinaux.

Le métoclopramide (Primpér&nest un agoniste desHpF4R et un antagoniste des 5-
HTsR commercialisé en France et dans de nombreux autres pays. Il est indiqué dans la
prévention des nausées et vomissements, notamment dans le contexte de stratégies

anticancéreuses, en raison de ses propriétés stimulantes de la motricité gastrique et intestinale.

Le clébopride (Clebut&} est un agoniste desHbF4R et un antagoniste des récepteurs
D2et des 54T3R, non commercialisé France. Il est indiqué dans le traitement symptomatiques
des nauseées et vomissement, de tadapgie et dans la préparation a 1’exploration radiologique

et endoscopique du tractus gastro-intestinal.

Le mosapride (Mosar plfsn’est, lui non plus, pas commercialisé en France. C’est un
agoniste des BT4R, dont le principal métabolite a une activité antagoniste d¢EB- Il est
indiqué dans le traitement du reflux gasttphagien, le syndrome du colon irritable et les

dyspepsies fonctionnelles.

Le tegaserod (Zelnorf) n’a pas été commercialisé en Europe mais I’a été aux USA a
partir de 2002. Il posséde en plus de son activité agonisteldésf5un effet agoniste des 5-
HT1R et antagoniste destbF2R, son indication était le traitement de 1’intestin irritable et de la
constipation mais en raisabeffets indésirables rares mais graves, comme des angors ou des

accidents vasculaires cérébraux, la FDA a décidé de le retirer du commerce en 2007.

Le cisapride (Prepulsf) est commercialisé en France. Cependant la survenue de
troubles cardiaques graves a conduit a une réévaluation de son indication, ainsi que de ses
modalités de délivranceil est aujourd’hui soumis a une prescription initiale hospitaliére
annuelle réservée aux spécialistes dans le traitement de troubles gastro-intestinaux aprés échec

des autres traitements et son renouvellement esté@sers mémes spécialistes a 1’hopital et
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en ville. Ces effets indésirables sont dus a une forte affinité pour un type de canal au potassium,
les canaux hERG (human Ethegégo Related Gene) dont le blocage par le cisapride entraine
un allongement de I’intervalle QT et potentiellement des fibrillations et un arrét cardiaque.

Le prucalopride (Resol8y est commercialisé en France depuis 2009, c’est un agoniste

des 5HT4R trés spécifique. Il est indiqué dans le traitement de la constipation.

2. Perspectives de traitement : données de recherche clinique

Si des traitements utilisant les propriétés de$TaR existent pour soigner certains
troubles gastro-intestinaux, la recherche clinique poursuit dans cette voie, notamment en ce qui

concerne la sécurité d’emploi de ces molécules.

Traitement des troubles de la mobilité gastrique

Un grand nombre de molécules ont atteint les essais cliniques dans ce domaine (par
exemple, le revexepride a atteint les études de phase II mais n’a pas démontré d’effets
supérieurs a un placebo sur les reflux gagephagiens) mais a I’heure actuelle peu d’études
sont en cours dans ce domaine. Le RQ-00000010 est en phase | pour le traitement de la
gastroparésie et de la constipation chez les malades atteints de la maladie de Parkinson. Le TAK
954 est en étude de phase Il pour le traitement de patients développant une intolérance a la
nutrition entérale. Le velusetrag (TD 5108) a complété la phase Il pour le traitement de la
gastroparésie idiopathique ou d’origine diabétique. Enfin I’ATI 7505 (naronapride) a lui aussi
complété avec succes les études de phase Il pour le traitement de la constipation idiopathique

chronique et du reflux gastwesophagien.

Traitement des troubles cardiaques

Le piboserod a complété la phase Il des essais clinigues dans le traitement de
I’insuffisance cardiaque congestive en 2007, mais depuis il semble qu’aucun nouvel essai

clinique n’ait été poursuivi.
Traitement de la dépression

Comme précédemment évoqué, la modulation dHI4R est aujourd’hui une piste
thérapeutique majeure pour le développement de traitements antidépresseurs efficaces et
d’action rapide (Samuels et al., 2016) I’heure actuelle, 4 études sont référencées sur les sites

de ’EudraCT et Clinicaltrial.gov concernant ce sujet. Deux de ces études sont en phase I, et
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explorent les effets du PF-04995274 (un agoniste d€&R) chez des patients dépressifs, soit

dans un contexte de dépression non traitée (identifiant d'essai cliMilieE03516604) soit

dans un contexte de dépression résistante aux traitements conventionnels (NCT03515733). Une
troisieme étude porte sur les effets du prucalopride chez des volontaires sains, leurs facultés
cognitives et émotionnelles seront évaluées conjointement a des mesures en IRM
(NCT03572790).

Enfin, la derni¢re étude ne porte pas sur les effets d’un agoniste des 5-HT4R, mais vise
a identifier a travers différentes techniques dont la tomographie par émission de positrons
(administration d’un antagoniste 5-HT4R radiomarqué), les facteurs prédictifs de la réponse aux
traitements antidépresseurs. Les auteurs cherchent a utiliser notamment 1’association entre la
densité de F4T4R et le tonus sérotoninergique (Haahr et al., 2pa&8) évaluer 1’évolution du

tonus sérotoninergique au cours d’un traitement antidépresseur classique (NCT02869035).

Traitement des troubles cognitifs

Relativement peu de molécules font I’objet d’essais cliniques dans ce domaine en dehors
du traitement de la MA que nous développeront dans un prochain chapitre. Le prucalopride est
actuellement testé dans une étude clinique chez le volontaire sain pour déterminer si un
traitement court (7 jours) permet d’améliorer les performances dans des tests cognitifs
(NCT03572790). La dose testée est la moitié de celle utilisée dans le traitement de la
constipation, 1mg. Une autre molécule, elle aussi agoniste des 5-HT4R, le SUVN-D4010 a été
intégrée dans deux étuddésphase I pour évaluer sa sécurité d’emploi et ses caractéristiques
pharmacocinétiqueN(CT02575482) ainsi que 1’effet sur ces derni¢res caractéristiques de la
nourriture, de I’age et du sexe (NCT03031574).

Nous avons donc vu que les récepteurs a la sérotonine, et plus particulierement les 5-
HT4R, sont impliqués dans de nhombreuses fonctions physiologiques chez les mammiferes. lls
constituent de ce fades cibles thérapeutiques intéressantes pour le traitement d’un grand
éventail de pathologies au niveau périphérique et central. Nous allons maintenant nous
intéresser a une fonction centrale majeure : la mémoire et au rble que jouent les 5-HT4R dans

la régulation de celle-ci.
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La mémoire

. Généralités

D’un point de vue fonctionnel, le processus de mémoire est un travail de stockage et de
conservation des informations jugées utiles, qui pourront ensuite étre rappelées pour une

réutilisation. On peut donc ainsi résumer les différentes phases de la m@ionaie9):

- L’acquisition (ou encodage) consiste en un traitement des informations provenant
des sens pour en faire une mémoire, de fagon consciente ou non.

- La consolidation est la phase suivante et crée une trace mnésique stable a partir des
informations traitées lors de 1’acquisition, de la stabilité¢ de cette trace mnésique
dépend la fidélité et la pessince de I’information stockée

- La récupération (ou rappel), comme son nom l’indique permet le rappel de

I’information pour utilisation, encore une fois de fagcon conscient ou non.

Le phénoméne d’apprentissage est en relation directe avec la mémoire. Il est en effet
défini comme la faculté de tirer de I’environnement des informations qui, une fois traitées et
stockées, peuvent étre ensuite réutilisées pour modifier la réponse comportementale de maniéere

a s’adapter au mieux a une situation sur la base de 1’expérience.

Enfin, on oppose a la mémoire le phénoméne de I’oubli, qui correspond a une
suppression de la trace mnésique ou a une incapacité a y accéder (de facon ponctuelle ou

permanente) et dont 1’origine peut étre aussi bien de nature physiologique que pathologique.

1. Classifications de la mémoire

De nombreux modeles ont été avancés pour tenter de neprddeganisation de la
mémoire en tant qu’entité unique constituée de multiples sous-€léments caractérisés par une

temporalité et/ou une fonctionnalité différentes.

Modeéle en série de la mémoire

Dans leur modeéle, appelé « modéele modal de la mémoire » Atkinson et Shiffrin
(Atkinson and Shiffrin, 1968) proposent une division de la mémoire en trois sous-éléments
discriminés par leur durée et mis en jeu de maniere séquentielle : registre sensoriel, mémoire a

court terme et mémoire a long ternfigre 10.
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Récupération

Figure 10: représentation schématique du circuit de la mémorisation (adapté d’Atkinson et Shiffiin 1968)

Mémoire sensorielle

La mémoire sensorielle regroupe les informations provenant des 5 sens, elle a une
capacité considérable ainsi qu’une fidélité exceptionnelle, mais une durée trés réduite. Cette
derniére va varier en fonction de la modalité sensorielle {ex image persistera prés d’ une

demi seconde alors qu’un son persistera jusqu’a quatre secondes).

Mémoire a court terme

Le registre suivant, la mémoire a court terme renommeée par la suite mémoire de travail
(Baddeley and Hitch, 1974), permet un maintien temporaire et une manipulation de
I’information pour la réalisation de taches cognitives ou d’apprentissage. Ce registre, capable
de traiter des informations provenant de différentes sources (notamment de souvenirs provenant
de la mémoire a long terme) a une capacité limitée 27items) et une durée de quelques

secondes a quelques minutes.
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L’exemple typique de ’utilisation de la mémoire de travail est la rétention de la suite de
chiffres formant un numéro de téléphone le temps de le composer. On considére que la mémoire
de travail est composée de plusieurs sous-é€léments, un administrateur central qui met en jeu
deux systémes esclaves spécialisés dagpd spécifique d’information traitée par la mémoire
de travail & un instant donné : la boucle phonologique et le registre visuo-spatial pouvant
interagir I’un sur 1’autre. La boucle phonologique assure le traitement de I’information verbale
et le registre visuo-spatial permet quant a lui de maintenir pendant une courte durée des
informations visuelles et spatiales ainsi que de représenter et manipuler des images mentales.
Un troisieme systeme esclave sera par la suite ajouté pour compléter le modéle : le buffer
épisodique, qui permet d’intégrer de informations multimodales pour traitement et ferait lien

avec la mémoire a long terme épisodique (Baddeley, 2ig00e 11).

Central
execytive

Visuospatial Episodic Phonological
sketchpad buffer loop
{ i 1
'ﬁ.."i::ual Eplgndic J
-— «+—3 Language
samantics LTM

Figure 11: représentation schématique des composants dénfeine de travail (d'aprés Baddeley 2(

Mémoire a long terme

Pour un stockage plus permanent les informations doivent ensuite étre transmises au
registre de la mémoire a long terme par consolidation. Cette mémoire dispose théoriquement
d’une capacité et d’une durée illimitées. Elle peut étre séparée selon I’acces a la conscience en
mémoire déclarative (ou explicite) ou mémoire non déclarative (implicifeyt le modele

dichotomique de la mémoire a long terme (Squire and Zola-Morgan, fia@, 12.
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Mémoire a
long terme

Mémoire Mémoire non
déclarative déclarative

| Systeme de

représentation
perceptive

Mémoire Mémoire Mémoire
épisodique sémantique procédurale

Figure 12 : représentation schématique du modeéle dichotagua mémoire a long terme selon Squire, Zolayioet Tulving

La mémoire déclative permet le stockage d’informations verbalisables et accessibles

a la conscience de maniére intentionnelle. Elle se divise elle-méme en deux sous-types :

- La mémoire épisodique, ou sont entreposeés les souvenirs relatifs aux évenements de
la vie, c’est la mémoire des faits autobiographiques:(gxand j’avais 8 ans j’ai lu
ma premiére bande dessinée d’Astérix et Obélix). Chaque information stockée dans
cette mémoire est relative a un contexte spatio-temporel précis (quoi, quand et ou ?)
et intégre de plus de multiples détails percepiidrsoriels comme notamment 1’ état
émotionnel au moment de 1’encodage.

- La mémoire sémantique quant a elle, est la mémoire des connaissances géneérales et
des faits appris (ex : Lima est la capitale du Pérou) : connaissances sur le monde,
définition de concepts abstraits... Cette mémoire, permettant notamment
I’utilisation du langage, stocke des informations situées en dehors de tout contexte

d’encodage.

La mémoire non déclarative (ou implicite) permet le stockage d’informations non
verbalisables et non accessibles a la conscience, la encore cette mémoire est elle-méme

subdivisée en différents sous-types de mémoires (Tulving, 1995).

33



INTRODUCTION

- La mémoire procédurale regroupe les connaissances procédurales et les habiletés
perceptivomotrices, ¢’est la mémoire du savoir-faire (ex : savoir faire du vélo).
C’est un systéme permettant la réalisation automatique de taches sans avoir a faire
appel consciemment a des éxpnces passées similaires. C’est une des mémoires
les plus robustes, rarement affectée en cas d’amnésie. En revanche, certaines
pathologies comme la maladie de Parkinson ou la maladie de Huntington peuvent
perturber le fonctionnement de cette mémoire.
- Le systéme de représentation perceptive qui comprend 1’effet d’amorgage
(priming) et les effets de conditionnement (classique et opélaeffet d’amorgage
est défini comme la résultante de la présentation préalable d’un stimulus (amorce)
sur le traitemend’un stimulus consécutif (cible) identique ou associé a 1’amorce.
Cette effet se traduit généralement soit par une augmentation de la rapidité a analyser
le stimulus amorcé, soit par une augmentation de la probabilité d’identifier ou de
catégoriser correctement le stimulus amoftalving and Schacter, 1990). Le
conditionnement est un processus d’apprentissage réflexe, dans le cas du
conditionnement classique c’est la survenue d’un stimulus de manicre réguliére qui
entraine I’apparition d’une réponse réflexe alors que dans le cas du conditionnement
opérant ce sont les conséquences positives ou négatives d’un comportement qui vont

influer sur son renforcement ou son extinction.

[l. Neurcanatomie fonctionnelle de la mémoire

Dans I’optique de mieux comprendre les bases fonctionnelles de la mémoire, la
communauté scientifique s’est trés tot intéressée a déterminer les structures cérébrales ou

substrats anatomiques des différents sous-types de mémoire.

De nombreux travaux ont €t€ menés dans ce sens, sur la base d’études de cas cliniques
de mtients présentant diverses atteintes de la mémoire, d’études de 1ésions de zones spécifiques
chez I’animal. Les approches électrophysiologiques (ex : potentiels évoqués), mais également
I’avénement des nouvelles techniques d’imageries, notamment I’IRM fonctionnelle (fMRI), et
leur utilisation en conditions physiologiques ou pathologiques, ont également permis de

grandes avancées.
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La figure 13 (Squire, 2004)donne une vue d’ensemble des structures principales

impliqguéeschez I’homme dans les différents types de mémoire évoqués précédemment.
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PAEMUIRE A COURT TERME PAEMMEE A LONL TERME

MEMOIRE SENSORIELLE MEMOIRE DE TRAVAIL LeELLARATTVE MO DECLARATIVE

LOBE TERMPORAL MEDIAN

DIEMCERHALE
CORTEX CORTEX PREFROMTAL MERCERTE ljml ”1 CORTEX CERVELE p
SEMSORIEL CORTEX SEMSORIEL CERVELET e REFLEXES

Figure 13: taxonomie de la mémoire (adaptée de Squire)2004

1. Bases structurelles de la mémoire
Mémoire a court terme

La mémoire sensorielle dépend des cortex sensoriels et est donc multiple : chaque
modalité sensorielle est associée aux cortex sensoriel correspondant. Ainsi, un sujet peut
présenter des traces mnésiques normales sur une modalité sensorielle et des traces mnésiques
atteintes dans une autre modalité, pour peu que le cortex sensoriel associé a la premiére soit

intact quand celui associé a la seconde est lésé.

La mémoire de travail met, elle aussi, en jeu les cortex sensoriels. Ainsi chaque systeme
esclave est relié aux zones corticales traitant la modalité sensorielle qui leur correspond ; la
boucle phonologique et le registre visuo-spatial sont donc liés aux cortex auditif et visuel
respectivementinsi qu’au cortex préfrontal (pour revue, Eriksson et al., 2015). Le buffer
épisodique et I’administrateur central sont quant & eux supposés mettre en jeu le cortex
préfrontal (Linden, 2007). #si I’ablation du cortex préfrontal latéral chez le singe induit un
déficit dans des taches mettant en jeu la mémoire de travail (Jacobsen, 1931). De méme, des
enregistrements électrophysiologiques dans cette zone indiquent une intense activité lors de la

réalisation de telles taches (FusteAlexander, 1971) .
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Mémoire déclarative

La base historique de notre connaissance des structures impliquées dans la mémoire
déclarative nous provient de 1’étude du fameux patient HM pour Henry Molaison (Scoville,
1954; Scoville and Milner, 1957). Dans une intervention chirurgicale destinée a supprimer le
foyer d’origine de crises d’épilepsies rebelles aux traitements, HM a subi une résection
bilatérale du lobe temporal médian (comprenant I’hippocampe et les cortex para-
hippocampiques, périrhinal et entorhinal). Par la suite, le patient HM présenta des déficits de
mémoire a long terme déclarative, sans atteinte ni de la mémoire non-déclarative, ni de la
mémoire procédurale (par exemple HM pouvait améliorer ses performances dans une tache de
motricité fine sans avoir le souvenir de s’étre entrainé a cette tache les jours précédents) ou de
la mémoire de travail. Ces déficits concernaient une incapacité a conserver des souvenirs a long
terme de nouveaux faits ou événements (amnésie antérograde), ainsi qu’une perte de mémoire
a long terme récente (amnésie rétrograde), alors que les souvenirs plus anciens étaient
préservés, de méme que les capacités cognitives ou la personnalité. Ces observations suggérent
une mise en jeu du lobe temporal médian dans 1’acquisition du souvenir, puis un dégagement
progressif de celui-ci lors de la consolidation de la trace mnésique qui serait sitodkése,
dans d’autres structures. Il en découlera la théorie standard de la consolidation systémique, qui
est une adaptatiod’une hypothése de T. Ribot (Ribot, 1882) selon laquelle la mémoire se
réorganise selon un gradient temporel dépendant de I’ancienneté du souvenir. Cette théorie
postule que les informations d’un événement ou d’un fait sont initialement prises en charge par
des réseaux hippocampo-corticaux avanétre progressivement stockées de maniere

systémique et hippocampo-indépendante (Dudai, 2004).

Cette théorie concerne la mémoire déclarative dans son ensemble et ne tient donc pas
compte des différences entre la mémoire épisodique et la mémoire sémantique. Or de
nombreuses études ont mis en évidence ’existence d’amnésies rétrogrades touchant les
souvenirs sémantiques, mais laissant intacts les souvenirs épisodiques (Maguire et al., 2010) et

vice-versaTulving et al., 1991).

Par la suite, il a donc été proposée la théorie des traces multiples (Nadel and Moscovitch,
1997). Cette théorie postule que pour des souvenirs avec une forte composante contextuelle
(mettant donc en jeu la mémoire déclarative), I’hippocampe est impliqué dans la consolidation

et dans le stockage a court et long terme.
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En revanche, dans le cas de la mémoire épisodique il ne serait nécessaire que dans la
consolidation et le stockage a court terme, les structures corticales prenant alors en charge le
stockage a long terme. Ces deux modeles sont illustrés ddigsira 14 (Frankland and
Bontempi, 2005).

a Théorie standard b Théorie des traces multiples
1001 O 1001 Q 1004 O
P 2 e
S S ©
£ E =
D 1] @
£ E £
E S A
2 2 o
o Q o
et A b
VA A o M L

Mémoire Mémoire Mémoire Mémoire Mémoire Mémoire
récente ancienne récente ancienne récente ancienne

Informations épisodiques ou

_ Informations sémantiques Informations épisodiques
sémantiques

(O Controles <> Lésions partielles de I'hippocampe A Lésions complétes de I'hippocampe

Figure 14 lllustration expérimentale de la théorie stardide la consolidation systémique et de la théesdrdces
multiples chez l'animale (adapté d'apres FrankleiiBontempi, 2005)

Du fait de sa vulnérabilité au cours de pathologies comme la Maladie d’ Alzheimer (MA)
la mémoire épisodique a fait 1’objet de nombreuses études qui ont permis, d’une part, de
confirmer le r6le prémdérant de I’hippocampe et des aires para-hippocampiques en tant que
support anatomique de cette mémoired&tutre part, d’identifier un certain nombre d’autres

structures jouant un réle dans le stockage de souvenirs épisodiques.

Ainsi, chez des patients atteints de la MA, aucune modification du métabolisme dans
les cortex pariétaux et préfrontanda pu étre mis en évidence au cours de taches impliquant la
mémoire épisodique par rapport a des individus sains chez qui on observe une activation de ces
zones au cours des mémes taches (Schwindt and Black, 2009). De méme, des études
Iésionnelles indiquent un réle du thalamus et des corps mamillaires dans la mémoire de
reconnaissance, qui constitue un sous-type de la mémoire épisodique (Moscovitch and
McAndrews, 2002).
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La mémoire sémantique, en revanche, a été beaucoup moins étudiée car elle présente
une plus grande robustesse et est beaucoup moins affectée au cours du vieillissement normal
Il semblerait que les circuits neuronaux supportant le stockage de la mémoire sémantique soient
essentiellement corticaux, avec plus particulierement une implication des cortex temporal (Hart

and Grodon, 1990), pariétal et frontal gauches (Wiggs et al., 1998).

Mémoire non déclarative

La persistance de la mémoire implicite, notamment dans le cas du patient HM indique
gue les structures impliquées different de celles nécessaires au bon fonctionnement de la
mémoire déclarative. La encore, les études fonctionnelles en imagerie ont permis de rattacher
a un type de mémoire les structures impliquées. Ainsi il a pu étre mis en évidence que les effets
d’amorgages perceptuels mettent en jeu les zones corticales sensorielles associatives
correspondant aux modalités impliquées (Moldakarimov et al., 2@lb@y,que 1’amorgage
conceptuel met en jdua cortex préfrontal inférieur gauche, une zone impliquées dans 1’analyse
sémantique des mots (Demb et al., 1985pprentissage moteur peut étre divisé en plusieurs
étapes, une phase précoce de mouvements imprécis et lents nécessitant une importante mise en
jeu des processus attentionnels pour corriger les actions par rétroaction des informations
sensorielles (« feedback processigpuis les gestes deviennent plus précis et rapides et la
nécessité de correction disparait. Les études fonctionnelles et cliniques menées sur le sujet ont
révélé une implication de nombreuses zones corticales dans la phase initiale, notamment le
cortex préfrontal (Toni and Passingham, 19€83,zones motrices secondaires comme 1’aire
supplémentaire motrice ou le cortex pré-moteur (Jenkins et al., 1994), ainsi que des ganglions
de la base (en particulier le striatum) (Seitz et al., 18080) cervelet dans I’ensemble des

phases de I’apprentissage moteur (pour revue, Halsband and Lange, 2006).

2. Neurotransmission de la mémoire

La mémoire est une fonction complexe et dépend de I’interconnexion entre de
nombreuses structures cérébrales qui présentent des caractéristiques tres différentes les unes
des autres, notamment au niveau des neurotransmetteurs mis en jeu lors de la communication
inter-neuronale. Ainsi, il est aisé de comprendre que les processus de meémoire et
d’apprentissage vont faire intervenir de nombreux systémes de neurotransmission différents
(Reis et al., 2009). Parmi ceux-ci, deux systémes sont reconnus pour jouer un réle majeur dans
I’apprentissage et la mémoire, les autres systémes ayant en fait plutot un role modulateur sur

ces deux systemes : le systeme glutamatergique et le systeme cholinergique.
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Le systeme glutamatergique

Le principal neurotransmetteur excitateur du SNC est le glutamate, qui maintient, avec
le GABA, I’équilibre activation/inhibition dans le cerveau. Il est intéressant de noter que le
systeme glutamatergique forme des voies cortico-hippocampiiige® 15)dont nous avons
précédemment évoqué 1’importance pour la consolidation et le stockage des souvenirs

appartenant a la mémoire déclarative.

Le glutamate exerce son action par le biais de plusieurs types de récepteurs, des
récepteurs de types métabotropiques, dits mGIuR (sous-types 1 a 5), et trois récepteurs de type
ionotropiques, les récepteurs AMPA (Acide-Amino-3-hydroxy-5-Méthylisoazol-4-
Propionate), kainate et NMDA (N-Méthyl-D-Aspartate). Ces derniers récepteurs sont présents
de manicre particuliecrement dense au niveau de 1I’hippocampe et du cortex cérébral, deux zones
qui, comme déja évoqué, jouent un rdle majeur dans la mémoire déclarative (Monaghan and
Cotman, 1986).

De nombreuses étudebez 1’animal, et en particulier le rongeur, ont permis d’étayer
I’hypothése d’un role majeur du glutamate dans la mémoire. Ainsi, dés 1986, des études
comportementales ont démontré que 1’administration d’un antagoniste des récepteurs NMDA,

I’acide 2-amino-5-phosphonovalérique (APVhez le rat lors d’une tache d’apprentissage
spatial hippocampo-dépendant, le labyrinthe aquatiec Morris (ou I’animal doit utiliser des
repéres visuels extérieurs a la piscine pour trouver une plateforme immergée), entrainait une

baisse des performances et donc un effet amnésiant (Morris et al., 1986).

De méme dans un test d’évitement passif chez la souris, ’injection d’APV dans
I’hippocampe entrainerait une perte de mémoire alors que 1’injection de glutamate provoquerait
un résultat opposé et donc un effet pro-mnégiaquierdo et al., 1992 hez ’Homme, des
résultats allant dans le méme sens ont été obtenus, avec la des¢hiptidfet amnésiant chez
des volontaires traités a la kétamine, un inhibiteur des récepteurs NMDA aussi utilisé comme
anesthésique, dans le tdigfure complexe de Rey-Osterrieth (qui consiste a reproduire de

mémoire un dessin complexgrunwald et al., 1999)
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Figure 15: Principales voies glutamatergiques centralezdhiomme (adapté de Meunier et Shavaloff, 199

Enfin, chez des patientsteints de la MA, qui est la cause de déficits de mémoire la
plus fréquente chez I’Homme, des altérations du systéme glutamatergique ont été rapportées.
On observe notamment une diminution importante du nombre de récepteurs au glutamate dans
I’hippocampe et dans certaines zones corticales, cette baisse de la densité de récepteurs dans
ces zones cruciales pour la mémoire pourrait donc aggraver les troubles de la mémoire
épisodique observés dans cette pathologie (Schaeffer and Gattaz, 2008). De facon intéressante,
on suppose aussi qu’une augmentation de la transmission glutamatergique pourrait avoir des

effets neurotoxiques et paier a I’évolution de la pathologie (Cacabelos et al., 1999).

Le systéme cholinergique

Le systéme cholinergique est tres présent dans le SNC et I’acétylcholine y est donc un
neurotransmetteur majeur impliqué dans de nombreuses fonctlesguelle contréle du cycle
veille-sommeil, la régulation du déBinguin cérébral ou les processus d’apprentissage et de
mémoire (Schliebs and Arendt, 2006).
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Le prosencéphale basal cholinergigdigufe 16 (Meunier and Shavaloff, 1992)
comprend le septum médian, les branches horizontales et verticales de la bande diagonale de
Broca et le noyau basal de Meynert. C’est de ces zones que partent les principales projections
cholinergiques vers le cortex et I’hippocampe (voies septo-hippocampique et basalo-corticale),

deux zones reconnues comme étant impliquées dans la mémoire (McKinney et al., 1983).

Chl

Cortex Cérébral

Thalamus
Hippocampe
Ch2
— Ch4
Ch3 \ Amygdale

Glande Pinéale

Figure16: Principales voies cholinergiques chez 'Homnalayiéé de Meunier et Shavaloff, 1992)
Ch1 : noyau médian du septum, Ch2 : bras vertiedd thande diagonale de Broca, Ch3 : bras horizaigda bande
diagonale de Broca, Ch4 : noyau basal de Meynb#,:@oyaux cunéiforme, pédonculaire et parabrdciat : noyau
tegmental latéral.

Les effets de I’acétylcholine sont médiés par le biais de deux familles de récepteurs qui

sont tous les deux impliqués dans les processus de mémoire.

Les récepteurs muscariniques (dont il existe 5 sous-types, M1 a M5) qui sont
métabotropiques et les récepteurs nicotiniques (dont les principaux représentants dans le SNC
sont les récepteurs homomeres a7, essentiellement retrouvées dans certaines couches corticales
ainsi que dans I’hippocampe et I’hypothalamus (Séguéla et al., 19933t les hétéromeéres a4/p2

qui sont ubiquitaires (Wada et al., 1988§)i sont ionotropiques.
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Ainsi il a pu étre mis en évidence que 1’administration d’un agoniste muscarinique,
I’oxotremorine, au niveau de 1I’hippocampe entrainait une amélioration des performances de
mémoire dans le test d’évitement passif chez le rat (Izquierdo et al., 1992). De facon inverse,
un antagoniste de ces mémes récepteurs, la scopolamine, qui provoque des déficits de mémoire
chez I’animal (Anisman, 1975anais aussi chez I’homme (Ellis et al., 2005), est classiquement
utilisée comme modéle d’amnésie pour tester les propriétés anti-amnésiantes de nouvelles
molécules chez I’animal. De méme I’activation ou le blocage pharmacologique des récepteurs
nicotiniques ameliore ou altére, respectivement, les performances de en@oair revue,
Graef et al., 2011).

De plus, une altération de 1’activité cholinergique a été décrite au cours du vieillissement
avec une atrophie du prosencéphale basal cholinergique (région centrale du systéme
cholinergique) et serait pour partie responsable des troubles de mémoire associés a 1’avancée

de I’age (pour revue, Schliebs and Arendt, 2011).

Enfin, un autre argument en faveler!’implication du systéme cholinergique dans les
processus de mémoire nous est donnée par 1’é¢tude de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer. En effet I’hypothése cholinergique de la maladie d’ Alzheimer postule que la perte
de neurones cholinergiques dans les noyaux du prosencéphalesbasgionsable d’une
baisse de la transmission cholinergique corticale et hippocampale entrainant des dysfonctions
cognitives et notamment mnésiques (Bartus et al., 1982). Au-dela de la perte spécifique de
neurones cholinergiques}’autres altérations de ce systeme sont observées dans cette
pathologie. Ainsi, il a par exemple été déenike diminution de I’activité de I’enzyme de
synthése de 1’acétylcholine, la choline acétyltransférase, dans les stades modérés a séveres de
la maladie (pour revue, Schaeffer and Gattaz, 2008). Il résulte de ces constatattenoes
des thérapeutiques actuellement utilisé&es le traitement de la maladie d’Alzheimer visent a
restaurer la transmission cholinergique, en inhibant ’enzyme de dégradation de I’acétylcholine,
I’acétylcholinestérase. Malheureusement, 1’efficacité de ces médicaments est limitée et a

conduit a leur déremboursement (Arrété du 29 Mai, 2018)

Systéemes neuro-modulateurs

On compte parmi les systemes modulateurs, le systtme GABAergique, le systeme
noradrénergique, le systeme dopaminergique et le systeme sérotoninergique. Ces systemes vont
exercer leur effet sur les fonctions de mémoire et d’apprentissage en exergant notamment une

influence sur les systemes glutamatergique et cholinergique (Reis et al., 2009).
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Le systeme GABAergique, dont les effets sont médiés par le GABA (acide gamma-
aminobutyrique) en se fixant sur deux types de récepteurs les récepteurs GA8#pteurs
ionotropiques post-synaptiques) et GABArécepteurs métabotropiques pré et post-
synaptiques), est le systeme inhibiteur majeur du cerveau. Il va donc, par siapyksser a
I’action du glutamate : il entraine une hyperpolarisation des neurones quand le glutamate va
provoquer une dépolarisation. Chez I’animal, de nombreuses études ont montré les effets du
systtme GABAergique sur la mémoire. Par exemple, d’importants déficits de mémoire ont pu
étre observés chez un modele de souris transgénique sur-exprimant des récepteurs au GABA
dans I’hippocampe (Tretter et al., 2009) ou encore chez le satdes déficits d’apprentissage
spatial sont observés aprés 1’administration de muscimol, un agoniste GABAa, (Brioni et al.,

1990) Chez I’homme 1’administration de benzodiazépines, agonistes des récepteurs GABAA
utilisés notamment comme anxiolytiques, provoque de méme une amnésie touchant en

particulier la mémoire épisodique (Lister, 1985).

Le systéme noradrénergique est impliqué dans la formation de souvenirs associés a une
charge émotionnelle forte, en particulier lors d’événements stressants ou psychologiquement
traumatisants (McGaugh, 2004). I a été démontré que le blocage des fonctions
noradrénergiques avec du propanolol ftmioquant) perturbe sélectivement les performances
relatives a un stimulus émotionnellement stimulant (Cahill et al., 1994; Soeter and Kindt, 2011)
A Tinverse, I’activation du systéme noradrénergique post-apprentissage par des agonistes
(comme la yohimbine) améliore la consolidation de ce type de mémoire (Cahill and Alkire,
2003).

Le systeme dopaminergique exerce lui aussi un effet important sur les processus de
mémoire et d’apprentissage. De nombreuses études menées sur différentes especes convergent
sur un certain nombre de pointélever ou réduire les niveaux de dopamine dans le cortex
préfrontal réduit les performances de mémoire dans des taches mettant en jeu la mémoire de
travail. Cet effet médié par les récepteutsi®la dopamine (I’implication des récepteurs D>

étant plus sujette a controverse) suit une courbe en U.

C’est-a-dire qu’il existe un niveau optimal de dopamine au-dessus et en dessous duquel
les performances sont altérées, et ce niveau est sensible a des changements d’états d’activité
tels que la fatigue ou le stress (pour revue (Puig et al., 2014). Par ailleurs la dopamine serait
aussi un ément majeur de I’acquisition et de I’extinction de la mémoire associée a la peur

(Abraham et al., 2014).
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Enfin, comme évoqué précédemment, le systeme seérotoninergique est également
impliqué dans la modulation des phénoménes menant a 1’apprentissage et au stockage de la
mémoire comme en atteste un corpus de preuves sans cesse en expansion (Meneses, 2015;
Perez-Garcia and Meneses, 2008). Ces effets sur la mémoire sont produits majoritairement par
I’action du systéme sérotoninergique sur les autres systémes de neurotransmission impliqués
dans ce processus (pour revue (Seyedabadi et al., 2014)). Cette modulation est notamment
rendue possible grace a la multiplicité des types de récepteurs a la sérotonine et des voies de
transduction associées ainsi que de la présence diffuse de projections sérotoninergiques dans
I’ensemble du cerveau. Ainsi I’action d’un agoniste des 5-HT7R (Perez-Garcia and Meneses,
2005)ou d’un antagoniste des 5-HT1aR (Ohno and Watanabe, 1996) permet de compenser les
déficits de mémoire induits par la scopolamine. De tels exemples de modulation par la
sérotonine d’un systéme de neurotransmission affectant la mémoire peuvent étre donnés pour
chaque autre syst@rNous allons dans le chapitre suivant nfialiser sur I’implication du

récepteur de type 4 a la sérotonine dans I’apprentissage et la mémoire.

. Role des récepteursHbf . dans I’apprentissage et la mémoire

L'implication des S-T4R dans les processus d’apprentissage et de mémoire a pu étre
mise en évidencela fois chez I’animal, dans de nombreuses taches de comportement explorant

différents types de mémoires chez I’homme, notammeniu moyen de techniques d’imagerie.

1. ROle des récepteurstb¥s dansla mémoire chez 1’animal

Les tableaux 2 et 3 présentent respectivement les effets observés du blocage ou de
I’activation des 5-HT4R dans des tests de comportement dépendants de I'hippocampe. Ces tests
permettent d’évaluer les performances des animaux dans des taches mettant en jeu des types de
mémoires spécifigues comme la mémoire de reconnaissance ou la mémoire spatiale. Ces
différentes mémoires font partie de la mémoire épisodique chez I’homme que 1’on va qualifier

de mémoire « épisodique-likechez I’animal ou de mémoire hippocampo-dépendante.
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Taches comportementales

Antagoniste

Effets sur les performances

Références

GR125487  Annule les effets positifs de 1’agoniste Letty et al, 1997
Apprentissage associatif olfactif = RS67532 Effets positifs (amélioration des performances, Marchetti et al, 2000
RS67532 Effets négatifs (amélioration des performances Marchetti et al, 2004
) ) ) RS67532 Annule les effets positifs de ’agoniste Fontana et al, 1997
Labyrinthe aquatique de Morris — .
GR125487 Effets négatifs Teixeira et al, 2018
) SDZ205557  Annule les effets positifs de 1’agoniste Moser et al, 2002
Reconnaissancé’objets - -
GR125487 Annule les effets positifs de ’agoniste Lamirault et Simon, 2001
SDZ205557 ) .
Evitement passif . Effets négatifs Galeotti et al, 1998
GR125487
) SDZ205557 Pas d’effets seuls
Autoshaping task - ) ) Meneses et Hong, 1997
GR125487  Annulent les effets négatifs de 1’agoniste
Alternance spontanée GR125487  Annule les effets positifs de 1’agoniste Mohler et al, 1997

Tableau 2: effets du blocage des récepteurs 5-ldng diverses taches d'apprentissage et de mémapiradbantes de I'hippocampe (mod
d’aprés Hagena et Manahan-Vaughan, 2016)

Taches comportementas Agoniste Effets sur les performances Références
Annule les effets négatifs de I’antagoniste Marchetti et al, 2000
RS67333 _ i
] o ) Effets positifs Marchetti et al, 2004
Apprentissage associatif olfactif
B Letty et al, 1997
BIMU 1 Effets positifs _ _
Marcheti-Gauthier et al, 1997
RS67333 Effets positifs Lelong et al, 2001
SL650155 Effets positifs Moser er al, 2002
Labyrinthe aquatique de Morris SSP002392 Annule les effets négatifs de la scopolami Lo et al, 2014
BIMU 8 Effets positifs Teixeira et al, 2018
Labyrinthe de Barnes RS67333 Effets positifs Darcet et al, 2016
Lamirault et Simon, 2001 evallet et al,
Reconnaissance d‘objet RS67333 Effets positifs 2009 Hotte et al, 201Quiedeville et al,
2015 Darcet et al, 2016
Annule les effets négatifs de 1’antagoniste, )
BIMU1/8 ) ) ) Galeotti et al, 1998
de la scopolamine ou de la dicyclomine
SC53116 Annule les effets négatifs de la scopolami Matsumoto et al, 2001
Evitement passif — -
SSP002392 Annule les effets négatifs de la scopolami Lo et al, 2014
Effets négatifs Nasehi et al, 2015
RS67333 _ :
Annule les effets négatifs de la scopolami Freret et al, 2017
Autoshaping task BIMU1/8  Effets positifs ou négatifs Meneses et Hong, 1997
VRX03011 Effets positifs Mohler et al, 2007
Alternance spontanée — -
RS67333 Annule les effets négatifs de la scopolami Freret et al, 2017

Tableau 3: effets de l'activation des récepteuid8-dans diverses taches d'apprentissage et deiraé@pendante de I'hippocampe
(modifié d’aprés Hagena et Manahan-Vaughan, 2016)
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A la lecture de ces tableaux, ledH%4R apparaissent jouer un réle majeur dans les
taches d'apprentissage et de mémoire dépendant de 1’hippocampe chez les animaux (Buhot,
1997; King et al., 2008). L'activation des récepteurs entraine une amélioration des performances
chez des animaux n'ayant pas de déficit préalable, ce qui suggére un effet protmnésian
(Lamirault and Simon, 2001; Lelong et al., 2001; Letty et al., 1997; Levallet et al., 2009;
Marchetti et al., 2004; Marchetti-Gauthier et al., 1997; Mohler et al., 2007; Quiedeville et al.,
2015; Teixeira et al., 2018). Mais on peut aussi observer un effet anti-amnésiant : ainsi, pour
des animaux agés chez lesquels les performances de mémoires sont diminuées, au méme titre
gue l'expression dest3TsR (Manuel-Apolinar et al., 2005; Waeber et al., 1995), I'activation
de ces récepteurs permet de récupérer des performances normales (Darcet et al., 2016;
Lamirault and Simon, 2001; Marchetti et al., 2011; Moser, 2002).

De méme, on retrouve cet effet anti-amnésiant lorsque le déficit est induit de maniere
pharmacologique comme par I'administration de scopolamine, un antagoniste muscarinique aux
propriétés amnésiantes (Galeotti et al., 1998; Lo et al., 2014). Enfin, des études menées sur des
animaux transgéniques ont montré un effet bénéfique des agonistesl@gd. &=n effet, dans
un modeéle d’anxiété/dépression (souris CORT), un traitement chronique par le RS67333
permet de restaurer des fonctions de mémoire et d’apprentissage normales (Darcet et al., 2016)

De méme, un traitement chronique par le RS67333 chez des animaux modeéles de la maladie
d’Alzheimer (souris 5XFAD) permet de restaurer ces méme fonctions (Baranger et al., 2017;
Giannoni et al., 2013)

Deux études apportent des informations plus précises sur le réleHias 8un point
de vue temporel. En effeil a été rapporté que I’activation de ces récepteurs avant
I’entrainement améliore les performances d'acquisition de la réponse conditionnée dans une
tiche d’auto-conditionnement (« auto-shappinp alors que leur activation apres
I’entrainement diminue la consolidation de l'apprentissage (Meneses et Hong, 1997). Ces
résultats concordent avec ceux d’une autre étude du laboratoire indiquant qu’une augmentation
de ’APMc préalable a un apprentissage (reconnaissance d’objet) suivi par une diminution de
I’AMPc dans les zones cérébrales impliquées est favorable a un apprentissage efficace (Hotte
et al., 2012) Or l’activation des 5-HTsR entrainant directement une élévation de la
concentration en AMPc, il est logique que I’administration d’un agoniste de ces récepteurs apres
I’apprentissage puisse interférer dans le processus normal. Cet effet négatif des agonistes des
5-HT4R administré aprés ’apprentissage est aussi retrouvé dans le test d’évitement passif

(Nasehi et al., 2015FEn revanche, toutes les études rapportant un effet positif de I’activation
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des 5HT4R ont procédé a I’injection avant 1’apprentissage. On peut donc raisonnablement
penser que I’activation des 5-HT4R nécessite un calendrier précis pour moduler favorablement
les processus d’apprentissage et de mémoire. Il apparait cependant que I’effet de 1’activation

des 5HT4R différe suivant le type de mémoire considérée. Ainsi, la mémoire de reconnaissance
de place est améliorée si I’injection de 1’agoniste est réalisée avant 1’entrainement alors que la
reconnaissance d’objet est améliorée, que I’injection soit faite avant ou apres 1’apprentissage
(Lamirault and Simon, 2001par ailleurs, dans cette méme étude, on peut observer que 1’effet

de I’agoniste des 5-HT4R n’est pas identique entre les animaux jeunes (Une injection avant
I’acquisition augmentant les performances en reconnaissance d’objet et de place) et les animaux
agéqchez lesquels I’injection avant I’acquisition augmente les performances en reconnaissance

de place alors que les performances en reconnaissance d’objet peuvent étre augmentée a la fois

par une injection avantucaprés I’acquisition). De plus la dose entrainant un effet chez les
jeunes n’entraine pas d’effets chez les animaux agés pour lesquels une dose plus forte est
nécessaire afin d’obtenir un effet pro-mnésiant. Ces résultats indiqugue 1’activation de ces
récepteurs joue un rdle sur le traitement de l’information, qui difféere selon le stade de

maturation et développemedi I’animal.

En ce qui concerne les antagonistes del iR, leur effet semble en général s’opposer
aux améliorations provoquées par un agoniste (Lamirault and Simon, 2001; Letty et al., 1997;
Meneses and Hong, 1997; Mohler et al., 2007; Moser, 2002). Néanmoins, certaines études
utilisant un antagoniste seul ont rapporté des effets pro-mnésiants lorsque son administration
est effectuée avant I’apprentissage d’une tache de mémoire olfactive associative (Marchetti et
al., 2004) ou négatiféans la méme tache et avec le méme timing d’administration (Marchetti
et al.,, 2000)ainsi qu’avec une administration juste aprés 1’apprentissage dans une tache
d’évitement passif (Galeotti et al., 1998). On peut donc supposer une certaine activité tonique

des récepteurs BT ..

Il est intéressant de noter, qu'en plus de données comportementales, des études analysant
la morphologie des neurones ont mis en évidence un effet positif de I'activation des récepteurs
5-HT, sur la plasticité neuronale, et plus précisément sur la croissance des épines dendritiques
(Restivo et al., 2008PDr de nombreuses études on fait le lien entre ces effets et 1’établissement
de la mémoire a court et de la mémoire a long terme (Kasai et al., 2010; Lang et al., 2004;
Nagerl et al., 2004; Okamoto et al., 2004). Une hypothese expligesaobservations met en
jeu un processusecheurogenese et la synthése du facteur neurotrophique dérivé du cerveau
(BDNF) de fagon dépendante dactivation des S-T4R (Pascual-Brazo et al., 2012). En effet,
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dans cette étude, les auteurs rapportent qu’un traitement chronique de 3 jours de RS67333
augmente de facon significative la neurogénese hippocampique et la production de protéines
associées a la neuroplasticité (comme BDNF et CREB). En accord avec cette obseraation, il
été démontré que non seulement le BDNF est associé a la synthése de protéines requises pour
la plasticité a long terme (Park and Poo, 2013), mais qusisest nécessaire pour la plasticité
synaptique hippocampique a trés long terme (supérieure a 24h) ainsi que pour le maintien de la
mémoire spatiale et contexte dépendante chez 1’animal (Aarse et al., 2016). activation des 5-

HT4R pourrait donc agir positivement sur I’apprentissage et la mémoire par le biais du BDNF

et de la neurogénese dans I’hippocampe.

Ces effets positifs de 1’activation des 5-HER ne sont pas limités a la mémoire
hippocampo-dépendante. Ainsi il a été démontré dans une étude utilisant ure test d
conditionnement par la peur, ne mettant pas en jeu I’hippocampe mais [’amygdale, que
I’activation ou le blocage des 5-HT4R moduhit I’amnésie provoquée par 1’administration d’un

agoniste du récepteur aux endocannabinoides CB1 (Nasehi et al., 2016).

Par ailleurs, une étude menée sur le modele de souris KO poudTe&&a permis de
montrer que ces souris conservent des facultés d’apprentissage et de mémoire normales grace
a une compensation par une suractivation de ’activité cholinergique (Segu et al., 2010). En
effet, I’injection de scopolamine a une dose n’induisant pas de déficits de mémoire chez des

souris normales entraine des déficits chez ces souris KO.

Considérées dans leur ensemble, ces études suggerent une forte implication des
récepteurs 4T4 dans les processus de mémoire et d’apprentissage, qu’ils soient dépendants
de I’hippocampe ou non. Il semblerait en effet que ’activation de ces récepteurs soit plutot
bénéfique pour la mémoire et ’apprentissage. L’ensemble de ces observations et I’association
entre activité cognitive intense et niveaexgression de ces 5-HT4R, a ainsi amené certains
auteurs a proposer ces récepteurs comme marqueursppertissage et de la mémoire
(Manuel-Apolinar et al., 2005; Meneses, 2015).
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2. ROle des récepteurstbts dans la mémoire chez I’homme

Les données étayant une association entre les processésadee ct d’apprentissage
chez I’homme remontent pratiquement au début de I’histoire de ces récepteurs. Ainsi en 1995,
une étudgost-mortensur cerveau humain a rapporté une expression hétérogene du récepteur
5-HT4 avec une densité plus élevée dans des zones impliquées dans la mémoire et
I’apprentissage : les ganglions de la base, les cortex temporal et frontal, I’hippocampe et
I’amygdale (Reynolds et al., 1995). Par ailleurs, la méme publication présente une comparaison
avec des cerveaux de patients atteints de pathologies neurodégénératives, dont la maladie
d’Alzheimer, connue pour les troubles de la mémoire qui lui sont associés. Chez ces patients,
les auteurs rapportent une diminution de la densité de réceptddifs &u niveau de
I’hippocampe et du cortex frontal. La répartition de ces récepteurs dans le cerveau d’individus
sains sera par la suite confirmée par une seconde gbdgtenortenutilisant un autre ligand
radiomarqué (Varnas et al.,, 2003)e plus, des analyses d’imagerie en tomographie par
émission de positron utilisant un ligandH34 radiomarqué chez des individus sains en train de
réaliser une tache d’apprentissage et de mémoire ont montré une corrélation entre la densité des
5-HT4R, notamment au niveau de 1’hippocampe et les performances de mémoire dans différents

tests neuropsychologiques (Haahr et al., 2013; Stenbaek et al., 2017).

Des analyses génétiques sur d’importantes cohortes de populations ont rapporté que des
polymorphismes génétiques desibsR peuvent étre associés chez I'hnomme a des pathologies
psychiatriques affectant I'apprentissage et la mémoire, comme les troubles de l'attention et
d'hyperactivité (Li et al., 200&}t la schizophrénie (Suzuki et al., 2003).

Par ailleurs, il a ét¢ démontré que 1’activation des récepteurs 5-HT4 était capable de
favoriser la voie non-amyloidogénique, a saljprroduction du peptide sAPPa (aux propriétés
neuro-protectrices et pro-mnésiantasx dépends du peptide AP, neurotoxique et amnésiant
dont I’accumulation forme 1’une des grandes caractéristiques biochimiques de la maladie
d’Alzheimer (Lezoualc’h and Robert, 2003; Robert et al., 2001). Par ailleurs, chez des patients
a un stade précoce de la maladie Alzheimer, une étude a permis de mettre en évidence une
corrélation négative entre la densité de récepteurid Het la densité de peptide AP et,
inversement une corrélation positive entre la densité de ces récepteurs et les fonctions
cognitives (Madsen et al., 2011). Cette observation semble indiquer une surexpression des
récepteurs dans le début de la maladie afin de contrer I’accumulation de peptide AP et de

maintenir les fonctions cognitives.
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La plasticité synaptique

Comme nous I’avons évoqué précédemment, les expériences que vit un individu ont un
impact direct sur soterveau. Cet impact se traduit par une modification de 1’activité cérébrale
a la fois de maniére globale et localisée ainsi que d’une réorganisation de circuits cérébraux
spécifiques, on parle alors de plasticité cérébrale. L’'un des mécanismes constituant cette
plasticité cérébrale est la capacité qu’ont les synapses de modifier de maniére durable et

adaptative I’efficacité de leur transmission : ¢’est la plasticité synaptique.

Associée a d’autres types de plasticité, comme la plasticit¢ moléculaire (changement
durable de Dactivit¢ de certaines protéines), la plasticit¢ morphologique (création ou
élimination de synapses) ou encore la plasticité cellulaire (neurogénese), la pystaptéue
est aujourd’hui considérée comme un support neurobiologique majeur de notre capacité a nous
adapter aux situations nouvelles, a apprendre et & stocker des souvenirs, mais aussi a les effacer
(Citri and Malenka, 2008; Takeuchi et al., 2013). En effet la plasticité synaptique est un
phénomene bidirectionnel : la force de la communication entre deux neurones connectés par
des synapseseut aussi bien étre augmentée qu’étre diminuée (allant jusqu’a la suppression

méme de la synapse) en fonctianniiveau d’activité afférent a la connexion.
I.  Historique

L’idée que I’apprentissage résulte d’une modification de la force de connexion entre
deux neurones’est pas nouvelle, puisqu’ introduite dés la fin du £9° siécle par Santiago
Ramon y Cajal (1894) sur la baswloservations anatomiques. Cette hypothese fut ensuite
développée par Donald Hebb, dont la célébre phrafaen an axon of Cell A is near enough
to excite a Cell B and repeatedly or persistently takes part in firing it, some growdsgar
metabolic change takes place in one or both cells such that A’s efficiency, as one of the cells
firing B, is increased.(Hebb, 1949), pose les bases de la définition de la plasticité synaptique.
Ce postulat, aussi appelé « théorie des assemblées de neurones » propose une idée de la fagon
dont les neurones vont s’adapter dans le cerveau au cours d’un apprentissage : la force
d’interaction entre deux neurones augmente s’ils sont activés simultanément et va diminuer si

leur activité est, au contraire, asynchrone.

La vérification expérimentale de cette hypoth@seécessité la mise au point de
techniques permettant de suivre I’activité des neurones en paralléle du comportement et les

premiers essais ont utilisé des formes simples d’apprentissage telles que 1’habituation ou la
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sensibilisation sur des organismes simples. Ainsi, les travaux des Prs E. Kandel et L. Tauc ont
travaillé sur le réflexde retrait des branchies de 1’aplysie (limace de mer) dont le faible nombre

de neurones permettafhcilement d’associer a un comportement des modifications du
fonctionnement synaptique. lls ont ainsi pu mettre en relation des modifications de la libération
de neurotransmetteurs en relation avec des modifications comportementales spécifiques: la
sensibilisation étant associée avec une augmentation de la libération de neurotransmetteur et

I’habituation avec une diminution (Kandel and Tauc, 1965).

Suite aux travaux de Scoville et Milner sur le patient HM, les études précliniques
s’intéressant aux mécanismes cérébraux de la mémoire et réalisés principalement chez le
rongeur se sont conceégrsur la formation hippocampiguL’équipe d’O’Keefe enregistra
I’activité électrique de neurones hippocampiques de rats vigiles et mobiles et mit en évidence
un schéma d’activation dépendant de la position du rat dans son environng@&dtefe and
Dostrovsky, 1971). Ces travaux mirent damcévidence que les neurones de 1’hippocampe
sont capables d’enregistrer des informations multimodales pour former une carte virtuelle et
donnérent naissance a la notion de cellules de lieu. Dans le méme temps, Bliss et Lamo mirent
en évidence danl’hippocampe de lapin anesthési¢ que les synapses sont capables de faire
preuve de plasticité fonctionnelle durable (Bliss and Lamo, 1973) et que cette LTP suivait les
postulats posées par Hebb : une activité pré-synaptique devant étre associée a une activation
post-synaptique. En effet, une stimulation haute fréquence des fibres afférentes en provenance
du cortex enthorhinal entrainait une potentialisation sur le long terme (pouvant durer plusieurs
jours)de la réponse de 1’élément post-synaptiquegu’elles connectent (long term potentiation,

LTP).

Cette propriété fut par la suite retrouvée dans I’ensemble des synapses et, avec la
dépression a long terme (long term depression, LpBnoméne inverse ou 1’activité est
déprimée durablemerde est aujourd’hui reconnue comme une base cellulaire incontournable

des processus de mémoire et d’apprentissage (Bliss and Collingridge, 1993).

[I. La plasticité synaptique, formes et mécanismes

Depuis pres d’un siecle, la plasticité synaptique est proposée comme jouant un réle
central dans la capacité qu’a le cerveau d’intégrer une expérience éphémere en une trace
durable. Elle est aussi supposée jouer un réle clé dans le développement des réseaux cérébraux
au début de la vie et il semble de plus en plus probable que des perturbations de ces mécanismes

contribuent au développement de troubles cognitifs et neuropsychiatriques.
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Etant donné la diversité des fonctions dans lesquelles la plasticité synaptique semble
impliquée, il apparait logique que celle-ci puisse prendre de nombreuses formes, chacune
mettant en jeu des mécanismes différents. Dans les prochains chapitres, nous allons passer en
revue les principales formes de plasticité synaptique ainsi que les mécanismes qui les sous-

tendent ainsi que leurs localisations cérébrales.

1. Plasticité synaptique a court terme

De nombreuses formes de plasticidécourt terme, d’une durée de quelques
millisecondes a plusieurs minutesgistent dans toutes les synapses examinées a I’heure
actuelle, quel que soit le type d’organisme (invertébrés, oiseaux, mammiferes...) (Zucker and

Regehr, 2002).

Les différentes formes de plasticité a court terme
Lorsque deux stimuli de méme intensitésphcés d’un tres court intervalle sont générés
dansl’élément pré-syraptique d’une synapse, il en résulte une modification de la réponse au
second stimulus par rapport au premier. Ce phénomene est appelé facilitation appariée (Paired-

Pulse Facilitation, PPF) quand la seconde réponse est augniéguée 19 et inhibition
appariée (Paired-Pulse Inhibition, PPI) quand elle est diminuée par rapport a la premiére.

A /Uf y

50 ms .

| 1 | |
A2 0 100 200 300 400
Stimulus interval (ms)

Figure17 : PPF (d apres Jackman et Regehr, 2017)
A : allure classique des courants p@siaptiques évoqués lors d'une PPF a un intervalle de 50 ms, l'amplitude du second pic de courant
est grandement augmenté par rapport au premier, ¢ est la PPF
B : décours temporel classique de la PPF en fonction de I'intervalle inter-stimuli, le rappet de ['amplitude du second pic sur
celle du premier représente le degré de poterstizis
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Le sens de la variation d’intensité de la seconde réponse va dépendre principalement de
la synapse considérée et de son historique d’activation récent. En effet, cette forme de plasticité
dépend essentiellement de la probabilité de libératigrdéPneurotransmetteur de la synapse
lors de I’arrivée du premier des stimuli. Ainsi une synapse avec une importantaufa tendance
a avoir une seconde réponse diminuée, a I’inverse une synapse avec une faible Py répondra plus

fortement au second stimulus (Dobrunz and Stevens, 1997).

Un second facteur s’ajoute a la Pr pour déterminer le sens de variation d’intensité de la
seconde réponse. En effet, la duré€ulectvalle inter-stimuli joue un réle important. De facon
générale, en dessous de 20ms la seconde réponse est diminuée. Cet effet est probablement di a
I’inactivation des canaux sodiques et calciques voltages dépendants (Citri and Malenka, 2008).

La facilitation (sensibilisation) et la dépression (habituation) synaptiques sont une
généralisation du phénoméne de PPF ou PPI lorsqu’on applique non plus seulement deux
stimuli rapprochés, mais un train de stimulatidigue 17). Certaines synapses réagiront par
une augmentation progressive de leur réponse jusqu’a atteindre un plateau, c’est la facilitation.
D’autres synapses, au contraire, réagiront par une diminution progressive de leur réponse aux
stimuli régtés jusqu’a atteindre un niveau minimal (Fioravante and Regehr, 20119 est la

dépression.

Dépression

Facilitation

Figure 18 : décours temporel typique d’une potentialisation et d une dépression
(d’apres Jackman et Regehr, 2017)

La aussi c’est la probabilité¢ de libération initiale du neurotransmetteur qui va dicter le
comportement de la synapse, les synapses ayant etev€e vont avoir tendance a répondre
par une dépression et les synapses a faibleoRt répondre par la potentialisation : la
stimulation répétée a haute fréquence de synapses a faileletr®ne une augmentation

progressive de la;lét donc une augmentation la réponse post-synaptique.
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Des formes de plasticité a court terme un peu plus durable peuvent étre observées suite
a la stimulation de synapses par des trains prolongés (de I’ordre de la demi-seconde a quelques
secondes) de stimulations a haute fréquence (10 a 200 Hz) (Zucker and Regehr, 2002). Ces

formes de plasticité sont distinguées essentiellement par leur durée.

Ainsi, alors qud’augmentation (ou diminution) est plus fugace et va persister pendant
guelques secondes, la potentialisation (ou dépression) post-tétanique (PTP) peut perdurer
pendant plusieurs minutes. Ces deux phénomenes se produisent au méme moment et sont donc

assez difficiles a distinguer de facon séparée.

Mécanismes de la plasticité a court terme

Comme nous I’avons déja évoqué, le mécanisme commun a toutes les formes de plasticité a
court terme est une modification de la probabilité de libération du neurotransmetteur, mais
chacun de ses différents types de plasticité met en jeu différents effecteurs. La dépression
synaptique et la PRbnt expliquées, a I’heure actuelle, par trois hypotheses non mutuellement
exclusives et dont $variations de contributions relatives pourraient participer a la variabilité

inter-synapsefigure 19.

(a) Depression

Recycling+ ! @'Y \

Storage Pools = =5
e ©
/ =
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RRP (b) ﬁk{ W@ +)° @ /

Figure 19: mécanismes de la dépression a court terme (d’apreés Fioravante et Regehr, 2011)
RRP: Readily Releasable Pool, reserve de neurotransmetteur disponible pour libére

a Ca-channel inactivation
b RRP.
¢ endocytosis

p

La premiére de ces hypothéses est une réduction de I’influx calcique dans 1’élément pré-
symptique. En effet, ’arrivée d’un potentiel d’action au niveau pré-synaptique provoque
I’ouverture de canaux calciques voltage-dépenddritsigmentation de la concentration
intracellulaire de calcium qui en résulte va permettre la fusion des vésicules synaptiques ave
la membrane, et conduirefine ala libération des neurotransmetteurs dans la fente synaptique.

La libération de neurotransmetteur étant donc extrémement dépendante du calcium, on peut
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penseru’une faible variation de I’entrée ce calcium en fonction de I‘activité de la synapse peut

entrainer des variations significatives de la plasticité pré-synaptique (Neher and Sakaba, 2008)
Cette hypothése a pu étre démontrée notamment au niveau du calice de Held, une grosse
synapse dans le tronc cérébral impligdwe 1’audition, ot une diminution calcium dépendante

de I’influx calcique contribue a la dépression synaptique (Xu and Wu, 2005). De méme, la
délétion d’un domaine de liaison entre la calmoduline (une protéine sensible au calcium) et un

canal calcique pour prévenir son inactivation réduit la dépression synaptique (Mochida et al.,
2008).

La deuxiémehypothése est 1I’épuisement du pool de vésicules synaptiques compétent
pour la libération (readily releasable pool, RRP). Dans 1I’¢lément pré-synaptique, seule une
partie des vésicules synaptiques (5% enyiest immédiatement disponible pour libérer les
neurotransmetteurs (Rizzoli and Betz, 2005). Comme ce nombre de vésicules est limité, si un
potentiel d’action entraine la libération d’une importante fraction de celles-ci, un second
stimulus rapproché ne pourra pas en libérer autant car le RRP n’aura pas eu le temps d’étre
réapprovisionné (Zucker and Regehr, 2002). On comprend donc pourquoi les synapses avec
une forte probabilité de libération des neurotransmetteurs sont plus sujettes a la dépression

synaptique.

Enfin, la dernie¢re hypothése est que 1’exocytose d’une vésicule synaptique a un endroit
de la membrane plasmique empéche toute exocytose a cette méme place pendant une courte
durée. Ce délai pourrait refléter le temps nécessaire pour évacuer de la membrane les protéines
qui y ont été intégrées suite a la fusion vésiculaire et qui génerait une fusion suivante (Neher
and Sakaba, 2008)! y aurait un réle de I’endocytose dans ce mécanisme qui faciliterait ce
« nettoyage » de la membrane et donc diminuerait la dépression synaptique, car lorsque

I’endocytose est bloquée, la dépression est facilitée (Hosoi et al., 2009).

En ce qui concerne la facilitation (et la PP&}st essentiellement la disponibilité du

calcium qui va jouer sur le phénomefigyre 20.
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(b) Facilitation

Recycling+
Storage Pools
a Ca,

b Ca,, sensor
t Ca-channel facilitation
d buffer saturation

Figure 20 : mécanismese la facilitation synaptique (d apres Fioravante et Regehr, 2011),
RRP: readily Releasable Pool ; Ga concentration de calcium résiduel

On a longtemps supposé que c’était la présence de calcium résiduel (Careg Suite aux
stimuli précédents quétait responsable de I’augmentation de la libération de neurotransmetteur
(Zucker and Regehr, 2002Dr cette hypothése n’a pas encore pu étre définitivement
démontrée. Il a par la suite été supposé (Tang et al., 2000) que ce calcium résiduel pouvait
influer sur un détecteur de calcium autre que celui déclenchant la fusion vésiculaire (la
synaptotagmine) et dont I’activité s’ajouterait a celle de la synaptotagmine. Néanmoins, un tel

détecteur n’a pour I’instant pas été mis en évidence.

L’augmentation de I’influx calcique pourrait contribuer a la facilitation en augmentant
la probabilité de libération de neurotransmetteur lors de la survenue du stimulus suivant. Il est
en effet connu que les canaux calciques peuvent voir leur action augmentée de maniere activité-
dépendante (Ishikawa et al., 2005). Enfin, un autre argument en faveur de cette hypothéese est
gue la mutation d’un canal calcique de type P en vue d’empécher la libération calcique
dépendante du calcium a eu pour résultat de supprimer complétement la facilitation synaptique
(Mochida et al., 2008).

La derniere hypothése est la saturation des systémes calciques tampons présents au
niveau pré-synaptique et dont le réle est de capter le calcium avant que aé&tieigne les
sites de bérations de neurotransmetteur. Si le premier stimulus permet déja 1’occupation d’un
certain nombre de ces sites de séquestration, alors un second stimulus rapproché permettra a
plus de calciumd’atteindre le site de libération des neurotransmetteurs entrainant ainsi une
augmentation de la,PUn tel mécanisme a été démontré dans certaines synapses a haute

concentration d’une protéine liant le calcium, la calbindine (Blatow et al., 2003).
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De nombreux mécanismes ont été proposés pour expliquer la PTP et 1’augmentation

(figure 21).

(c) PTP + Augmentation
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Figure21: mécanismes de la PTP/augmentation (d'apres FiotaxaiRegehr, 2011)

En premier lieu, la PTP diminue la PPF, elle est donc associée a une augmentation de la
Pr. Cette augmentation de lagut étre due soit a une augmentation de I’influx calcique, Soit
a des modifications des mécanismes de libération en fonction de la synapse considérée. Ainsi,
dans certaines synapses, comme la synapse du calice de Held (Habets and Bqreta006)
pas dans d’autres, comme les neurones des ganglions cervicaux supérieurs (Mochida et al.,
2008), faugmentation du flux calcique est corrélé a la PTP. Néanmoins, il a également été
démontré qu’une modification de la machinerie calcique sous 1’action de la PKC, pouvait
induire un influx de calciuraméme de déclencher la libération de plus de vésicules synaptiques
(Lou et al., 2008).

Quoi qu’il en soit, s’il a été démontré que la peut étre affectée indépendamment de
I’influx calcique, notamment via la PKC (Korogod et al., 2007), les signaux calciques au sein
de I’élément pré-synaptique jouent un réle central dans les mécanismes proposeés pour la PTP.
Dans la synapse du calice de Held, une stimulation tétanique éléve le calcium résiduel de plus
de 100nM et cette élévation diminue selon un décours similaire a celui de la PTP (Habets and
Borst, 2006; Korogod et al., 2007). En reMandans 1’hippocampe le décours de la PTP est
plus lent que celui du calcium résiduel (Regehr et al., 1994), il semble donc que le calcium
résiduel active des cascades biochimiques ayant des cinétiques plus lentes pour réguler la PTP.
Il semblerait aussi que 1’application d’un choc &tansant (une stimulation répétée et prolongée
a haute fréquence)traine la fusion de vésicules synaptiqesse elles avant ’exocytose ce

gui ménerait a une libération accrue de neurotransmetteurs pour une nfeimetal., 2009).
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De méme ce type de stimulation est capable de modifier le RRP. Dans des conditions
normales, seules les vésicules a proximité directe des canaux calciques sontdibér§esn
réponse a une stimulation tétaniquest possible que I’augmentation massive des niveaux de

calcium permette aussix vésicules plus éloignées d’étre libérées (Lee et al., 2008).

Implication fonctionnelle de la plasticité a court terme

La plasticité synaptique a court terme a été a I’origine considérée comme importante
dans 1’étude du comportement des organismes simples, comme 1’aplysie (Kandel and Tauc,
1965). Dans le cerveau des mammiferes, elle trouve son importance dans le traitement de

I’information qui provient aux synapses et permet a celles-ci de jouer un réle de filtre.

Ainsi, une synapse avec une haute probabilité de libération de neurotransmetteurs va
entrer en dépression suite a l’arrivée de signaux a hautes fréquences et ne transmettra
efficacement que les premiers influx se comportant donc comme un filtre passe-bas. Elle
transmettra donc sans difficulté les influx nerveux de basse fréquence (Abbott and Regehr,
2004) Ces propriétés de filtrage d’une synapse peuvent étre modifiées a travers la régulation
de la probabilité de libération des neurotransmett@otamment par I’activation de récepteurs
pré-synaptiques par des neuromodulateurs. Ceci peut modifier les caractéristiques de filtrage
de la synapse et, par exemple, transformer une synapse filtre passe-bas en filtre passe-haut

simplement en diminuant la probabilité de libération.

2. Plasticité synaptique a long terme

La potentialisation a long terme (LTP) est aujourd’hui le modéle prototypique de la
plasticité synaptique a long terme et on la retrouve dans de nombreuses synapses sous des

formes variables dont nous détaillerons les plus importantes par la suite.

Il est important de noter que les synapses qui expriment une forme de LTP sont en
général toujours capables d’exprimer une forme de LTD, établissant ainsi un concept clef : la
force d’interaction synaptique est régulée de fagon bidirectionnelle par différents schémas
d’activité (figure 22.
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Figure22: illustration de l'allure typique d'une LTP etide LTD (d'apreés Citri et Malenka, 2008)

La fleche noire représente une stimulation haétpience et la fleche blanche une stimulation esggence. Les dix
premieres mires d enregistrement donnent la ligne de base, qui représente le niveau de transmission de la synapse en
conditions normales et fixe la valeur 100%. Pasude, la stimulation conditionnante va entrainee wariation durable de «
niveau vers le hautas le cas d 'une stimulation haute fréquence (LTP) ou vers le bas dans le cas d’une stimulation basse
fréquence (LTD)

De nombreuses propriétés de la LTP en font un mécanisme cellulaire idéal pour le
stockage de I’information. Comme la mémoire, la LTP est générée rapidement et elle est

renforcée par la répétition. Elle présente aussi trois caractéristiques essentielles que sont :

- la coopérativité (elle esthduite par ’activation conjointe de plusieurs synapses),

- T’associativité (une faible stimulation associée a une stimulation plus forte est
potentialisée, étant ainsi un analogue cellulaire du conditionnement classique),

- la spécificitéd’entrée (la LTP est induite uniquement a la synapse active et pas dans
les synapses adjacentes inactives, ce qui augmente les capacitekade d’un
neurone car différentes synapses d’un méme neurone peuvent ainsi étre impliquées

dans différents circuits et participer au stockage de différentes informations).

La forme la plus étudiée de plasticité synaptique a long terme est la LTP/LTD
enregistréelans la région CA1 de I’hippocampe et déclenchée par I’activation du récepteur
NMDA du glutamate. Cette plasticité faisant plus spécifiqueriebijet de cestravaux nous

allons en parler plusn détail avant d’aborder plus brievement les autres formes de plasticité.

La potentialisation a long terme dépendante des récepteurs NMDA

Aucune forme de plasticité n’a été plus étudiée que la LTP-NMDA dépendante dans la
région CA1l de I’hippocampe du fait de I’implication indiscutable de cette région dans

différentes formes de mémoire a long terme.
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De plus d’un point de vue pratique, le développement de la préparation transverse
d’hippocampe dans laquelle la connectivité intra-hippocampique est respdigéaes(23 a
permis des expérimentations localisées et facilement reproductibles permettant une analyse fine

des mécanismes de la LTP.

Cortex
enthorinal v

Enregistrement Stimulation

Figure23: La coupe transverse d'hippocampe
A. Schéma des circuits hippocampiques. Le gyrts (@6) recoit des afférences (voies perforanteiales, MPP et latérales, LPP) de la couche Il du
cortex enthorinal. Les cellules granulaires prejgtta leur tour sur les cellules pyramidales détson CA3 par les fibres moussues (MF), dontleses
partant vers les cellules pyramidales de la ré@#i forment la collatérale de Schaeffer (SC). Eoéia derniéres projettent leurs axones vers texcor
enthorinal (couches V et VI). Il est & noter quedtion CA1 recoit aussi des afférences directendex enthorinal par la voie temporo-ammoniquis)(1
B. Photographie a travers une loupe binoculaire de la coupe transverse d ’hippocampe. Celle-ci est maintenue entre deux filets de nylon etldesodes sol
positionnées pour un enregistrement dans la régidh comme sur le schéia
Dans cette préparation, I’activité synaptique peut étre facilement mesurée grice a une
¢lectrode bipolaire placée dans la collatérale de Schaeffer assurant I’activation du faisceau
d’axones afférents provenant des neurones pyramidaux de la région CA3 et une micropipette
d’enregistrement placée dans la stratum radiatumie la région CA1 permettant d’enregistrer la
réponse induite au niveau dendritique des neurones pyramidaux de cette région. Il est a noter
que cette préparation permet aussi la mesure de I’activité des synapses au niveau des autres
connexions hippocampiques incluant celles entre le cortex enthorinal et le gyrus denté et celles
entre le gyrus denté et la région CA3. Grace a cette préparation, on peut donc étudier les
propriétés fonctionnelles et plastiques de [’ensemble de la boucle tri-synaptique

hippocampique.

Au niveau dda synapse glutamatergique de la région CA1, ¢’est la mise en jeu du sous-
type de réceptes AMPA qui génére la réponse pagthaptique a I’activation afférente lorsque
le potentiel de membrane du neurone est proche du potentiel de repos. En effet, le récepteur
NMDA est bloqué de fagcon voltage-dépendante par les ions magnésium (Mayer et al., 1984)

ce qui empéche sa mise en activité dans les valeurs proches du potentiel de repos.
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En revanche, lorsque 1’élément post-synaptique est suffisamment dépolarisé soit par une
activation importante des récepteur AMPA en réponse a une stimulation tétanisante des fibres
afférentes soit par injection directe de courant dans le neurone, le blocage du récepteur NMDA
est levé ce qui entraine une entrée de sodium et de calcium par des canaux assoCiés aux
récepteursfigure 29.

Glu Glu
2+ 4 ‘ CaZy 4
Ca - a \ 4
Mgz‘" Mgz+ \
tca2*
Resting membrane
potential During depolarization

Figure24: activation du récepteur NMDA (d aprés Malenka et Nicoll, 1999)

Il est aujourd’hui bienétabli que c’est par ’activation du récepteur NMDA que la LTP
est induitedans la grande majorité des synapses et que I’augmentation de la concentration
intracellulaire de calcium qui est générée doit atteindre un seuil critique pour déclencher les
processus biochimiques nécessaireBegpression de la LTP (Malenka et Nicoll, 1993
Malenka, 1991).

Expérimentalement la LTP est provoquée par une stimulation a haute fréquence des
fibres afférentes, ou par des protocoles dits de « pairidgns lesquels I'élément post-
synaptique est artificiellement dépolarisé simultanément a la délivrance d'une stimulation
modérée des afférences. Un autre protocole appelé « spike timing dependent plasticity »
(STDP) associe quant a lui une stimulation pré-synaptique a une stimulation post-synaptique
suivant un schéma temporel précis (Markram et al, 1997 ; Dan et Poo, 2006) : si la stimulation
pré-synaptique précede la stimulation post-synaptique, une LTP est provoquée ; dans le cas
inverse il en résulte une LTD. Tous ces protocoles associent donc a la fois une actigation pr
synaptique et post-synaptique conjointes poaduire 1’expression de la plasticité synaptique,

ce qui est bien en accord avec le postulat de Hebb.
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Ce sont les propriétés particulierEsctivation du récepteur NMDA (propriétés qui lui
valent d'ailleurs le qualificatif de récepteur de coincidence), a savoir a la fois la présence au
niveau de son site de fixation de son agoniste (et de sagoaste) libéré par 1’élément pré-
synaptique mais également une dépolarisation posisgue pour lever le blocage par le
magnésium. Ce sont ces caractéristiques qui permettent d'expliquer les trois propriétés de la
LTP évoquées précédemment. La coopérativité et l'associativité découlent de la nécessité
d'activer plusieurs synapses pour provoquer une dépolarisation suffisante de I'élément post-
synaptique et lever ainsi le blocage du récepteur NMDA par le magnésium. La spécificité
d'entrée est due datcroissement trés locaiké¢ de I’influx calcique au niveau de I'épine
dendritique post-synaptique et qui n'affecte pas les épines dendritiques voisines (Nicoll et al,
1988).

De nombreuses molécules ont été proposées comme effecteurs intracellulaires de la LTP
suite a la montée de la concentration de calcium post-synaptique, mais bondiemtarelles
se sont révéléew’étre que des modulateurs de la plasticité. A I'heure actuelle, la
calcium/calmoduline-dépendante protéine kinase Il (CamKIl), qui subit une auto-
phosphorylation aprés le déclenchement de la LTP, semble étre le candidat le plus probable
(Barria et al, 1997 ; Fukunuga et al, 1995). En effet, il a été montré que l'induction de la LTP
était empéchée a la fois chez des squisentant une délétion d’une sous-unité critique de la
CamKiIl (Silva et al, 1992) mais également chez des souris chez lesquelles la CamKIl endogéne
était remplacée par une forme dépourvue du site de I'autophosphorylation (Giese et al, 1998).
De plus,le blocage pharmacologique (a 1’aide d’un peptide inhibiteur) de I’activité de la
CamKIll bloque la LTP (Malenka et al, 1989 ; Malinow et al, 1989), alors qu'a l'inverse une
augmentation de la concentration de CamKIll activée augmente la LTP (Lledo et al, 1995 ; Pe
et al, 1994).

Suite & l'activation de la CamKIll, on observe a la fois une augmentation de la
conductance unitaire des récepteurs AMPA déja présents a la synapse (Benke et;al, 1998
Soderling and Derkach, 2000), ainsi que l'incorporation de nouveaux récepteurs AMPA

(majoritairement contenant la sous-unité GIluAl) a la surface de la syfigpse 29.
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Figure 25 mécanisme d'expression de la LTP (d'apres Civiadenka, 2008)
Redistribution de récepteurs AMPA vers la synapsexmcytose et diffusion latérale

Cesdeux phénomeénes sont respectivement dus, d’une part a la phosphorylation de
récepteurs AMPA « vierges(Derkach et al, 1999, 20Q%} d’autre part a des changements du
trafic membranaire des récepteurs AMPA (Bredt and Nicoll, 2003 ; Derkach et al; 2007
Malenka and Nicoll, 1999 ; Malinow and Malenka, 2002 ; Song and Huganir, 2002). Dans
I'hippocampe les récepteurs AMPA sont majoritairement de deux types : ce sont soit des
hétéromeres GIuA1/GIuA2, soit des hétéroméres GIluA2/GIuA3 (Wenthold et al, 1996).
L'intégration de récepteurs AMPA au niveau de la synapse semble suivre des regles:précises
I'apport des récepteurs contenant GIUAl est trés lent en conditions basales, mais fortement
stimulée en cas d'activation des récepteurs NMDAa d’ailleurs ét¢é démontré un role
facilitateur de la PKA a ce niveau par la phosphorylation de la sérine 845 des sous-unité GluAl
des récepteurs AMPA (Esteban et al., 2003). En revanche, l'intégration des récepteurs contenant
la sous-unité GIuA3 est constitutivement plus rapide (Hayashi et al, 2000; Passafaro et al, 2001;
Shi et al, 2001). Ces récepteurs proviennent de vésicules de réserve présentes dans les épines
dendritiques et qui sont mobilisgau cours de la LTP par le biais de la prot&aella quiie
le GTP (Park et al, 2004).

L’idée selon laquelle I'incorporation de récepteurs AMPA dans la synapse va en grande
partie augmenter son activité découle de I'hypothése de I'existence de synapses silencieuses.
Ces synapses dont I'existence a pu été démontrée (Liao et al, 1995) ne contiendraiest
récepteurs NMDA et donc sans activité au potentiel de repos des neurones.lLiadsiction

d'une LTP, elles se verraient alors pourvues en récepteur AMPA et deviendraient donc actives
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Ce mécanisme a par la suite été etendu aux synapses contenant déja des récepteurs
AMPA et a contribué a mettre fin a un débat concernant l'origine pré ou post-synaptique de
I’expression de la LTP NMDA-dépendante (Bredt and Nicoll, 2003; Collingridge et al., 2004).

Un argument en défaveur de I’origine pré-synaptique de ce type de LTP a été apporté
parla réalisation d un protocole associant la libération de glutamate par « uncaging » (un dérivé
inactif du glutamate est transformé en glutamate actif par I’émission de photon) a proximité
directe d’une épine dendritique avec une dépolarisation post-synaptique. Ce protocole a permis
d’induire une LTP similaire en tout point a celle produite par un protocole électrique classique
(Granger and Nicoll, 2014). En raison de la grande résolution spatiale et temporelle de cette
technique d’« uncaging » du glutamate, il a bien été montré que cette LTP était générée sans la

moindre intervention de 1’élément pré-synaptique.

Si I’on s’intéresse a la mécanistique plus précise de la LTP, il faut signaler que les
récepteurs AMPA ne sont pas directement intégrés a la synapse mais sont libérés par exocytose
au niveau péri-synaptique avant de diffuser vers la densité post-synaptique (PSD) ou ils seront
fixés par leur interaction avec des protéines de ce complexe, notamment la PSD-95 (une
protéine de la famille MAGUKSs pour membrane-associated guanylate kinases). Il a d'ailleurs
été démontré que la surexpression de PSD95 augmente la LTP (Ehrlich and Malinow, 2004
Stein et al, 2003), alors que sa délétion diminue la surface d'expression des récepteurs AMPA
et la force de I’interaction synaptique (Ehrlich et al, 2007 ; Schluter et al, 2006). De fagon
intéressante, les récepteurs AMPA n'interagissent pas directement avec PSD-95, mais par le
biais d'une famille de protéines appelées TARP (pour transmembrane AMPAR regulatory
proteins) (Schnell et al, 2002). Il semblerait de plus que les récepteurs NMDA soient eux aussi
recrutés a la synapse par exocytose pendant la LTP. Il a en effet été rapporté une tmrgmenta
des courants synaptiques véhiculés par les récepteurs Ndg@faé\I’induction d’une LTP,
accroissemenjui est bloqué par 1’application d’inhibiteurs de I’exocytose (Peng et al., 2010).

Les mécanismeague j’ai évoqués précédemment rendent compte de potentialisation qui
peuvent durer de 30 a 60 minuagses I’induction de la stimulation conditionnante et ont donc

regu I’appellation d’« early LTP » ou LTP précoce.

Pour un maintien a plus long terme, la synthése de nouvelles protéines est nécessaire
(Reymann and Frey, 2007). On parle alors de « late LTP » ou LTP tardive dont on suppose
qu’elle dépend d’une syntheése protéique au niveau dendritique (Sutton and Schuman, 2006),

ainsi que de la transcription de nouveau messager (Zhou et al, 2006).
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Un role de la PKA serait aussi observé a ce niveau, par le biais de la phosphorylation
des protéines CREB (CAMP-response element-binding) et MAPK (mitogen-associated protein
kinasg (Waltereit and Weller, 2003). Il existe cependant des arguments indiquant que le
maintien de la LTP tardive pourrait se faire sans synthese protéique : des protocoles de LTP ont
ainsi été menés en peése d’anisomycine ou de cycloheximide (deux inhibiteurs de la
synthése protéique), sans effet sur le maintien a long terme (Villers et al., 2012). L'hypothese
d'un « synaptic tag » génére lors de l'induction de la LTP pour capturer et recruter dessproté
nécessaires au maintien de la plasticité a été suggérée (Frey and Morris, 1997), mais l'identité

etla nature de ce « synaptic tagestent pour 1’heure inconnues.

Un autre mécanisme supposé prendre part dans le maintien de la plasticité a long terme
tardive est le remodelage structural des synapses potentialisées (Luscher et al, 2000). Les épines
dendritiques ont des formes trés variées et peuvent subir des changements rapides en fonction
de leur activité. Il a été observé, lors de LTP, la pousse de nouvelles épines dendritiques, le
grossissement d’épines préexistantes ou encore la séparation d'une seule €épine en deux synapses
indépendantes (Abraham and Williams, 2003 ; Matsuzaki et al, 2004 ; Yuste and Bonhoeffer,
2001). On suppose que les modifications de la morphologie de la synapse ont lieu au niveau
post-synaptique. L'élément pré-synaptique suit par la suite en quelque sorte le mousement, s
taille correspondant toujours a peu pres a celle de la PSD (Lisman and Harris, 1993).

La dépression a long terme dépendante des récepteurs NMDA

L'induction de ce type de LTD est globalement similaire a celle de la LTP,samse
gu'elle nécessite, elle aussi, l'activation des récepteurs NMDA et une entrée de calcium dans
I'élément post-synaptique (Mulkey and Malenka, 1992). En revanche, la ou l'induction d'une
LTP nécessite un protocole expérimental de stimulation bréve a haute fréquence, la LTD va
étre induite par une stimulation prolongée a basse fréquence (par exemple 900 stimuli & 1Hz,
Dudek and Bear, 1992).

L'hypothése dominante a ce jour concernant l'induction spécifique d'une LTD ou d'une
LTP est que la premiére requiert une montée croissante et modérée des taux de calcium post-
synaptique (Cummings et al, 1996), alors que la seconde nécessite une augmentation importante
de la concentration de calcium intracellularedela d'un seuil d'activation critique (Malenka
and Nicoll, 1993).

65



INTRODUCTION

La frontiere est donc fine entre I'induction d'une LTP ou d'une LTD et on comprend
facilement qu’une synapse puisse subir l'un ou l'autre de ces phénoménes en fonction des

évenements (figure 26, Debanne and Thompson, 1994).

240 ms pulse 50 ms pulse

T(Ca2+] 1 [Ca?]

0 1 Time (s) 2 3 0 Time (s) 1
LTP
A ——————— ———
LTD LTD

Figure 26: l'ampleur de l'influx calcique déterminssigne et l'amplitude de la variation de la force synaptique (d’aprés Debanne et Thompson, 1994)
La concentration de calcium libre dans I'élément post-synaptique est représentée en fonction du temps suite a ['application d 'un stimulus dépolarisant de
240ns (gauche) ou de 50ms (droite). En pointillé gsésenté un seuil hypothétique de concentratiaice audela duquel [activation de la synapse

conduit & une LTP, si le transient calcique estsedndu sous le seuil (gauche) ou si il ne dépasse seuil (droite) on obtient une LTD.

Le signal de transduction de la LTD activé par le calcium met en jeu une autre protéine
activée par la calmoduline : la calcineurine (ou PP2b pour protein phosphatase 2b), qui est une
phosphatase dont le réle est directement opposé a celui de la CamKIl. A cet effecteur principal
s’ajoutent la protéine phosphatase 1 (PP1) et une phosphoprotéine appelée inhibiteur 1 dont le
role est d’inhiber PP1 jusqu’a ce qu’elle soit déphosphorylée par la calcineurine (Lisman,

1989) En accord avec cette hypothése, le blocage de I’activité des phosphatases post-
symaptiques bloque la LTD et 1’ajout de PP1 directement au niveau postsynaptique augmente
la LTD (Morishita et al., 2001).

A ce niveau du mécanisme, il est intéressant de se pencher sur les propriétés de la
calcineurine et de la CamKiIl. En effet il a été démomtreitro que ces deux protéines sont
activées par des concentration similaires de calcium et de calmoduline (Stemmer and Klee,
1994; Stratton et al., 2013). On peut donc se demandenent 1’une va pouvoir agir suite a
de faibles ¢lévations du taux de calcium intracellulaire pour entrainer une LTD sans que 1’autre
n’intervienne et pousse la synapse vers le processus inverse ? Il semblerait que la réponse se
situe, au moins en partie, au niveau de la localisation précise de ces protéines au sein de

I’élément post-synaptique (Penny and Gold, 2018).
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En effet, la calcineurine dans les conditions basales serait située a proximité directe des
récepteurs NMDA, et fixée a la PSD par umetdine d’ancrage AKAP79. La CamKII serait
qguant a elle plus éloignée (Penny and Gold, 2018). Ainsi, la calcineurine pourrait étre activée
par de faibles influx de calcium au niveau de micro domaines de taille réduite. Au contraire, de
fortes entrées de calcium provoquetigien détachement d’AKAP79 de la PSD éloignant ainsi
la calcineurine des récepteurs NMDA, tandis que dans le méme temps la CamKIll sera
rapprochée et activée.

L’expression de LTD a été corrélée avec une déphosphorylation des substrats post-
synaptiques de la PKC et de la PKA sans changements au niveau des substrats de la CamKIl
(Hrabetova and Sacktor, 1996; Kameyama et al., 1998; Lee et al., 1998). En accord avec ces
observations, la LTD est associée a une déphosphorylation sélective de la sérine 845 sur la sous-
unité GluAl des récepteurs AMPA qui est un site de phosphorylation de la PKA (Lee et al.,
2000) Cette déphosphorylation peut d’ailleurs contribuer a la LTD car elle entraine une
diminution de la probabilité d’ouverture des canaux associés aux récepteurs AMPA (Banke et
al., 2000).

La démonstration de ’existence de synapses silencieuses et la possibilité de les convertir
en synapse active (Malenka and Nicoll, 1997) évoquée précédemment dans le cadre de la LTP,

alogiquement mené&1’idée d’un processus inverse expliquant la LTiiggre 27).

NMDAR AMPAR NMDAR AMPAR

Calcmeurm
— PP1 \ '
LTD m ¢

Recycling

Figure27: mécanisme d'expression de la LTD NMDA dépendaateds Citri et Malenka, 2008)
Diffusion des récepteurs AMPArbdela synapse puisiebcytose
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Sur la base de cette théorie, I’hypothése actuelle d’expression de la LTD est justement
une endocytose activité-dépendante des récepteurs AMPA synaptiques (Collingridge et al.,
2004; Malenka and Bear, 2004).

Il est supposé que les récepteurs AMPA serdigsiciées de leurs protéines d’ancrage
a la PSD avant de diffuser latéralement hors de la PSD ou ils seraient ensuite internalisés par
des endocytoses dépendantes de protéines clathrine et dynamine (Ashby et al, 2004; Blanpied
et al, 2002; Groc et al, 2004). Cette hypothese concorde avec une intervention des phesphatase
car I’endocytose des récepteurs AMPA est dépendante de déphosphorylations calcium-

dépendantes (Carroll et al., 2001).

De méme, la déphosphorylation de la stargazine (une protéines d’ancrage a la PSD de
la famille des TARPSs) par PP1 serait nécessaire a la LTD (Tomita et al., 2005). Cette
déphosphorylation permettrait a la stargazine de se détacher de la PSD. Le complexesstarga
récepteur AMPA- alors libéré de la PSDserait internalisé permettant ainsi I’expression de la
LTD (ziff, 2007). Cependant, une étude récente sur le trafic des récepteurs AMPA durant la
LTD pointe dans une direction différentee serait en fait une baisse de I’exocytose des
récepteurs AMPA et non une augmentation de leur endocytose qui serait responsable de la LTD
(Fujii et al., 2018).

Enfin, comme dans le cas de la LTP on observe pour la LTD une modification
structurale de la morphologie des épines dendritiques qui serait a I’origine du maintien dans la
durée de cette plasticité synaptique. Ainsi, il a été rapporté que la LTD aspagoée d’une
diminution de la taille des épines dendritiques (Nagerl et al., 2004; Zhou et al., 2004) dont
I’origine serait la perte de récepteurs AMPA a la PSD (Hsieh et al., 2006). En effet, la taille des
épines dendritiques serait directement corrélée a la quantit¢ de récepteurs AMPA qu’elles

contiennent (Matsuzaki et al., 2001; Nusser et al., 1998; Takumi et al., 1999).

Autres formes de plasticité a long terme

LTP pré-synaptigues

Si la LTP NMDA-dépendante est retrouvée dans la plupart des synapses de
I’hippocampe, un autre mecanisme est mis en jeu pour induire la LTP au niveau de la synapse
entre fibres moussues et région CA3 (Nicoll et Malenka, 19@5)éthdes s’accordent a dire

que le site d’induction et d’expression de cette forme de LTP est pré-synaptique.
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Par ailleurs, cette forme de LTP pré-synaptique est également retrouvée au niveau de
synapses cortico-thalamique (Castro-Alamancos et Calcagnotto, 1999), de la synapse entre
fibres paralléles et cellules de Purkinje dans le cervelet (Linden 1997 ; Salin et al, 1996), et de

facon moins évidente au niveau de la synapse cortico-striatale (Spencer et Murphy, 2002).

Cette LTP est déclenchée par stimulation haute fréquence causant une importante
augmentation de la concentration de calcium au niveau des terminaisons pré-synaptique (Nicoll
and Malenka, 1995; Nicoll and Schmitz, 2005; Zalutsky and Nicoll, 1990). Cet effet est supposé
étre veéhiculé par des canaux calciques voltages-dépendants avec une potentielle facilitation par
les récepteurs AMPA de type kainate, particulierement GIuR6 (Lauriet al, 2001; Schmitz et al,
2003). Il en résulte I’activation d’une adénylate cyclase dépendante de la calmoduline qui va
augmenter la concentration d’AMPc et par la suite activer la PKA. La PKA ainsi activée irait
phosphoryeun substrat encore indéterminausant une augmentation durable de la libération
de neurotransmetteurs (Nicoll and Malenka, 1995; Nicoll and Schmitz, 2005). De fagon
surprenante, cette augmentation de la libération de neurotransmetteurs ne semble pas due a une
variation de I’influx calcique (Kamiya et al, 2002; Regehr and Tank, 1991; Reid et al, 2004),
mais plutét a un changement au niveau dmdehinerie régissant I’exocytose des vésicules
synaptiques. En effet, il semble que la protéine de la zone active(Rirsubstrat de la PKA)
et son partenaire de liaison, la protéine vésiculaire Rab3a, soient impliquées dans ce type de
LTP, puisque lawpression de 1’une (Castillo et al, 2002; Powell et al, 2004) ou I’autre
(Castillo et al, 1997; Lonart et al, 1998bque la LTD dans la région CA3 hippocampique et
dans le cervelet.

Il est a noter que méme si le débat d’une expression pré- ou post-syapique de la LTP
NMDA-dépendante de la région CA1 semble trameh faveur de 1’élément post-synaptique
la forte quantité d’études pointant en faveur de 1’autre option laisse a penser que deux formes
mécaniquement distinctes de LTP pourraient coexistet, @otamment 1’intervention d’un
messager rétrograde tel daenonoxyde d’azote (pour revue,(Padamsey and Emptage, 2014)).
Une étude récente propose d’ailleurs un mécanisme détaillé de cette forme de LTP, qui ne
mettrait pas en jeu les récepteurs NMDA post-synaptiques, mais des canaux calciques voltages-
dépendants activant la NO synthase post-synaptique sans libération de glutamate (Padamsey et
al, 2017). Les auteurs mettent d’ailleurs en évidence le fait qu’en cas de libération de glutamate
dans ce protocole;’est au contraire une LTD qui est produite par activation des récepteurs

NMDA pré-synaptiques qui réduisent la probabilité de libération des neurotransmetteurs.
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LTD dépendante des récepteurs métabotropiques du glutamate (mGIuR)

Un protocole particulier d’induction de la LTD, la stimulation basse fréquence par
stimuli appariés (paired-pulse low frequency stimulation, PP-LFS) a mis en évidence une forme
de LTD mécaniquement differente de la LTD-NMDA-dépendante dans la région CAl de
I’hippocampe (Oliet et al., 1997) et qui est aussi observée dans le cervelet (Ito, 1989; Linden
and Connor, 1995).

Cette LTD est dépendante de 1’activation des mGluR (de groupe 1 soit les mGluR1 et
MGIURb) et peut étre induite aussi par des agonistes de ces récepteurs comme le (RS)-3,5-
dihydroxyphenyglycine (DHPQ)O’Mara et al., 1995; Overstreet et al., 1997). Ces récepteurs
sont connus pour étre couplés a la phospholipase C (PLC) entrainant le production de
diacylglycerol (DAG) et de I’inositol triphosphate (IP3) qui vont activer la PKC et induire la
libération de calcium des stocks intracellulaires (Gladding et al., 2009; Liuscher and Huber,
2010). La PKC activée va phosphoryler les sous-unité GIuA2 des récepteurs AMPA sur le
résidu serine 880, ce qui va mener a leur diffusion latérale hors de la PSD et a leur endocytose
(figure 28 Gladding et al., 2009; Luscher and Huber, 2010). Il semblerait cependant que la
PKC ne soit pas impliqguée au niveau de cette formeTd® dans 1’hippocampe (Huang and
Hsu, 2006) D’autres protéines de signalisation considérées comme pouvant jouer un role
important dans cette LTD dépendante des mGIuR sont la MAPkinase p38, ERK et JNK1
(Gallagher et al., 2004; Li et al., 2007; Rush et al., 2002).

mGIuR-LTD

’ 1 AMPAR mGIiuR

.............. )l 2
(AN ‘ l
:_..' %’)l\ PTP{ k

Figure28 mécanismes de la LTD mGIuR dépendante (d'apnés &ial, 2017)
DAG : diacylglycerol ; IR inositol triphosphate ; PKC : protéine kinase PLC : phospholipase C ; PTP : protéine tyrosihegphatase
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LTD véhiculée par les endocannabinoides (eCB)

Les eCB sont connus pour leur capacité a agir en tant que messagers rétrogrades au
niveau des synapses dans de nombreuses régions du cerveau. En réponse a une forte
dépolarisation, les eCB vont agir sur les récepteurs aux cannabioides CB1 pré-synaptiques pou
inhiber la libération de neurotransmetteurs de facon temporaire (quelques dizaines de secondes)
(Kreitzer and Regehr, 2002).

Mais ils sont aussi impliqués dans la médiation d’une forme de LTD qui a été observée
dans des synapses excitatrices au niveau des neurones épineux moyens du striatum (Gerdeman
et al., 2002), des cellules pyramidales de la couche 5 du cortex (Sjostrom et al., 2003), ainsi que
dans les synapseénhibitrices de I’hippocampe (Chevaleyre and Castillo, 2004). Dans le
striatum, il semble que cgpe deLTD nécessite I’activation des mGluR du groupe 1, des
récepteurs a la dopamine D2 et canaux calciques de type L (Kreitzer and Malenka, 2005). Il en
résulte la libération d’anandamide qui active ensuite les récepteurs CB1 pré-synaptiques (Ade
and Lovinger, 2007)Dans le cortex en revanche, cette LTD ne nécessite pas 1’activation des
MGIuUR post-synaptiqeemais I’activation de récepteurs NMDA pré-synaptiques (Sjostrom et
al., 2003).

Métaplasticité et « synaptic scaling » (remise a niveau synaptique)

La métaplasticité est une forme particuliere de plasticité qui influe sur la plasticité ; elle
est provoquée par une activité synaptique gile n’induit pas de modification durable de
I’efficacité synaptique mais qui va étre capable d’exercer une influence sur la production d’une
plasticité synaptique ultérieure (Abraham and Bear, 1994)s ’hippocampe par exemple
I’activation répétée des récepteurs NMDA sans produire 1’induction de LTD ou de LTP peut
cependantntrainer un glissement des seuils de plasticité de telle sorte que 1’induction de la
LTP va étre défavorisée et celle de la LTD facilitée (Huang et al., 1992; Wang agrekV
1999)

Le phénomene de « synaptic scaling » est une forme de plasticité homéo-synaptique
permettant a la synapse de ne pas se retrouver dans des niveaux de potentialisation extrémes
(pouvant donner lieu a une activité épileptiforme) ou au contraire dans un stade quiescent. C
phénoméne a pour role de maintenir un niveau moyen d’activité neuronale en ajustant de facon
dynamique D’efficacité synaptique pour promouvoir une certaine stabilité (Turrigiano and
Nelson, 2004).
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. Plasticité synaptique et mémoire

Aprés avoir démontré’existence d’une plasticité fonctionnelle synaptique dans
I’hippocampe de mammiféres, Bliss et Lamo conclurent leur étude pionniere sur cette phrase
« Whether or not the intact animal makes use in real life of a property which has been revealed
by synchronous repetitive volleys to a population of fibers the normal rate and pattern of

activity along which are unknown, is another matte(Bliss et Lamo, 1973).

Cette question fondamentale a été longtemps débattueadtisiyre actuelle, la LTP
ou la LTD telle que nous la reproduisons en conditions expérimentales, est considérée en
premier lieu comm un outil d’étude de la plasticité, il est aussi maintenant admis que ces
mécanismes synaptiques se produisent biem les étres vivants lorsqu’ils vivent des

expériences a méme de générer une trace mnésique (Whitlock, 2006).

Pou qu’un mécanisme de plasticité synaptique puisse étre considéré comme un moyen
de stockage de I’information il faut qu’il réponde aux trois critéres formulés par Hebb (Hebb,
1949)que sont I’associativité, la coopérativité et la spécificité d’input. Ces critéres sont validés
a la fois pour la LTP (Bliss and Collingridge, 1993) et pour la LTD (Braunewell and Manaha
Vaughan, 2001; Dudek and Bear, 1992; Stanton and Sejnowski, 1989), au moins en ce qui
concerne les formes NMDAépendantes étudiées dans la région CA1 de I’hippocampe. A ces

trois critéres s’ajoutent ceux proposés par Martin et ses collaborateurs (Martin et al., 2000)

- la détectabilité (c’est a dire que si un souvenir est créé, alors une variation de
I’efficacité synaptique doit pouvoir étre détectée quelque part),

- la possibilité d’imitation (si on peut reproduire le schéma complet de modifications
de I’efficacité synaptique, on devrait pouvoir induire un souvenir d’une expérience
jamais vécue)

- la possibilité d’altérations antérogrades (empécher la formation du souvenir et de la
variation de I’efficacité synaptique) ou rétrogrades (altérer un souvenir existant et la

variation de I’efficacité synaptique qui lui est associ€).

Dans ce chapitre nous allons passer en revue les études associant la formation de ces deux
formes de plasticité synaptique a long termiéobservation de comportements révélant un

apprentissage et la formation de souvenirs.
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1. Potentialisation a long terme et mémoire

Chez I’homme, 1’établissement d’un lien direct entre une variation de 1’efficacité
synaptique mesurée pdds techniques d’électrophysiologie et les performances dans des tests
de mémoire est complexd.’utilisation d’électroencéphalographie au cours de taches
d’apprentissage permet d’observer des modifications d’activité¢ électrique dans des zones
précises dépendantes du type mé@moire étudiée mais ne donne pas d’informations sur
’activité au niveau synaptique et donc sur une éventuelle plasticité. De méme, 1’imagerie par
fMRI permet d’identifier les zones actives lors d’un apprentissage mais ne donne pas
d’informations sur les phénomenes plastiques en lien avec cet apprentissage (Amin and Malik,
2013).

En revanche, par I’utilisation de protocoles de stimulation magnétique trans-crannienne
(TMS) au niveau des aires corticales motrices couplés a un enregistrement
électromyographique des réponses musculaires, il est possible d’enregistrer des phénoménes
dit « LTP-like » (et aussi « LTD-like ») (Cohen et al., 1998)r exemple, a 1’aide de
stimulations proches des protocoles de STDP on peut observer une variation (diminution ou
augmentation) des réponses motrices évoquées qui perdurent dans le temps. Ces techniques
permettent ainsi de faire un lien indirect entre plasticité « LTP-like » et mémoire puisque des
études menées sur des patients atteints de troubles mnésiques (notamment des patients atteints
de la Maladie d’ Alzheimer) mettent en évidence une altération de ces phénoménes (Battaglia

et al., 2007; Inghilleri et al., 2006).

Il existe cependant quelques études réaliseegro sur des tissus humains provenant
d’exéreses de foyer épileptiques. Ces études rapportent la possibilité d’induire des LTP en usant
de protocoles similaires a ceux utilisés chez les animaux dans le cortex temporal (Chen et al.,
1996) et le gyrus denté (Beck et al., 2000). De fagon intéressante, cette derniére étude rapporte
que I’ antagoniste compétitif APS des récepteurs NMDA connu pour bloquer I’expression de la
LTP NMDA-dépendante et empécher 1’apprentissage chez 1’animal (Morris et al., 1986), est

¢galement efficace sur la LTP chez I’homme.

Un point essentiel est que 1’0n peut rapprocher les effets atwiants d’une molécule
chez ’homme ou I’animal avec ses effets de blocagigservés sur la plasticité chez I’animal.
Ainsi on peut donner ’exemple de la scopolamine qui entraine une amnésie chez I’homme
(Ellis et al., 2005)et I’animal (Anisman, 1975a) et qui diminue la LTP chez la souris

(Matsumoto et al., 2001). De méme, la kétamine, connue pour provoquer une amnésie chez
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I’homme est capable de bloquer la LTP (Huang et al., 2016; Zhang and Levy, 1992) opposé,

il a été démontré que la D-cyclosérine peut augmenter la consolidation de la mémoire
déclarative chez I’lhomme (Feld et al., 2013) et restaure la LTP chez la souris agées (Billard and
Rouaud, 2007). De méme, la stimulation trans-cranienne a un effet favorable sur de nombreux
types de mémoire chez I’homme et il a été rapporté qu’elle favorise I’induction de LTP chez le

rat (Kronberg et al., 2017). De nombreux exemples de ce type peuvent étre donnés ; ce sont
cependant des preuves trés indirectes du lien entre plasticité synaptique et mémoire.

Les études électrophysiologiques merigegvo chez des animaux en exploration libre
lors de taches comportementadest essentielles pour obtenir la preuve d’un lien direct entre
plasticité synaptique et mémoire. Dans ces études, les animaux subissent une chirurgie pour
implanter des électrodes dans les zones cérébrales souhaitées sur la base de coordonnées
stéréotaxiques. Des stimulations sont envoyées a des fréquences n’induisant pas de plasticité et
la réponse est enregistrée durant des protocoles de comportement afin de déterminer si

I’apprentissage serait capable d’en générer.

Ainsi, il semble que la LTP peétre provoquée dans 1’hippocampe par des expériences
de mémoire liée a un conditionnement par la peur contexte-dépendant (Broussard et al., 2016;
Whitlock, 2006). De fagon intéressantette LTP induite par I’apprentissage empéche par la
suite 1’induction d’une LTP par stimulation haute fréquence (Whitlock, 2006) montrant
I’intervention de mécanismes communsDe plus, il semble que I’inverse soit vrai aussi :
I’induction in vivo d’une LTP par stimulation haute fréquence au niveau de la synapse
collatérale de Schaeffer/CA1 empéche I’apparition d’un conditionnement ou 1’extinction de ce
conditionnenent et ce, dépendamment du moment d’induction de la LTP (Gruart, 2006). Cette
méme ¢étude rapporte 1’apparition d’une LTP provoquée par une tiche d’apprentissage
associatif au fur et a mesure des sessions de conditionnement et une disparition de cette LTP a

fur et a mesure de 1’extinction de la mémoire associée.

Des études ont aussi montré que esocoles d’apprentissage spatial dans un nouvel
environnement facilitenta survenue d’une LTP dansl’hippocampe, utilisant pour se faire une
stimulation a haute fréquence mais de faible intensité n’induisant pas normalement de plasticité
a long terme (Hagena and Manahan-Vaughan, 2011; Kemp and Manahan-Vaughan, 2004,
2008; Straube et al., 2003). Ce phénomeéne a été enregistré dans les trois synapses principales
de I’hippocampe. En effet il a été rapporté au niveau des synapses collatérales de Schaeffer/CA1
(Kemp and Manahan-Vaughan, 2004), des fibres moussues/CA3 (Hagena and Manahan-

Vaughan, 2011) et de la voie perforante/gyrus denté (Kemp and Manahan-Vaughan, 2008).
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Une ¢étude intéressante a démontré la stabilité d’'une LTP induite par stimulation a haute
fréquence dans 1’hippocampe in Vivo sur une période allant jusqu’a un an chez le rat, ce qui
représente une durée considérable a I’échelle de la vie d’un tel rongeur et confirme bienl’idée
d’un stockage de la mémoire a long terme par des mécanismes de plasticité synaptique. Les
auteurs rapportent de plus un aspect expérience-dépendant de cetter L'ERposition a un

environnement enrichi entrainerait sa disparition (Abraham et al., 2002).

Deux autres études, portant sur la labilité de la mémoire lors des processus de
reconsolidation, ont mis en évidence que la LTP supposément associée a un souvenir est
fragilisée suite au rappel de ce souvenir. La reconsolidation est un phénoméne similaire a la
consolidation d’une nouvelle trace mnésique mais intervenant apres le rappel d’un souvenir
préexistant et il s’en suit une période pendant laquelle on peut interférer avec la stabilité de cette
trace mnésique. Ces études suggerent qu’il en va de méme pour la plasticité synaptique a long

terme.

Ainsi, dans I’amygdale, 1’injection d’un inhibiteur de MAPK, connu pour bloquer la
consolidation et la reconsolidation, entraine une inhibition de la potentialisation synaptique
produite par la reconsolidation. De plus, les auteurs rapportent conjointement a ces effets sur la
plasticité synaptique, une baisde I’immobilisation ou « freezing » associé au stimulus
conditionnant, donc du souvenir (Doyere et al., 200autre étude, menée dans I’hippocampe
rapporte quel’injection d’un inhibiteur de la synthése protéique inhibe la LTP apres
reconsolidationalors que cette molécule n’a pas d’effets sur une LTP déja établie et non
associée a des processus de reconsolidation (Okubo-Suzuki et al., 2016). Ces résultats signifient
que comme pour le souvenir, la reconsolidation d’une LTP la rend sensible a d’éventuelles

perturbations.

Au niveau de I’amygdale, une étude a rapporté la survenue d’une LTP suite a un
conditionnement de peur classique (Nabavi et al., 2014). De plus, les auteurs rapportent que
I’effacement de cette LTP par une stimulation prolongée a basse fréquence entraine une
disparition de la mémoire de ce conditionnement qui peut alors étre récupéréadpetion

d’une LTP en réponse a une stimulation haute fréquenaesimémes synapses.

Ces études menémsvivo contribuent grandement a répondre a la question de savoir si
un mécanisme similaire a la LTP participe au stockage de la mémoire chez 1’étre vivant. En
effet, elles mettent en évidence que ce phénomeéne de plasticité synaptique a loréptarche

au critere de détectabilitéon peut voir apparaitre une potentialisation de la transmission
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synaptique au cours d’un apprentissage (Whitlock, 2006} 1’opposé, il a aussi été rapporté
I’observation de la disparition de la LTP simultanément a la disparition d’un souvenir associé

(Gruart, 2006)). De plus, ces études indiquent que la LTP remplit aussi les critéres de possibilité
d’altération antérograde (I’induction d’une LTP par stimulation haute fréquence avant
apprentissage empéche 1’apparition d’un conditionnement (Gruart, 2006))et de possibilité
d’altération rétrograde (I’application d’une basse fréquence supprime la LTP produite par un
apprentissage et le conditionnement associé (Nabavi et al., 2014)). Enfin, une étude laisse a
penser que la LTP pourrait répondre au critBimitation : I’induction d’une LTP permettant

de réactiver un souvenir disparu (Nabavi et al., 2014).

2. Dépression a long terme et mémoire

La dépression a long terme a longtemps été considérée davantage comme une facon de
supprimer une LTP, que comme un moyen a part endieéretockage de 1’information.
Cependant, un regain d’intérét dans les années 90 a permis d’approfondir notre connaissance
des mécanismes impliqués et ainsi de prendre conscience de la pertinence de ce mécanisme en

tantque support de I’encodage de I’information (Connor and Wang, 2016).

Si la LTP est impliquée dans 1’encodage de souvenirs associés a I’exploration d’un
nouvel environnement, des études en électrophysidlogigo montrent que la LTD est quant
a elle couplée a I’encodage et a la mise a jour d’éléments nouveaux dans 1’espace (Goh and
Manahan-Vaughan, 2013; Manahan-Vaughan and Braunewell, 1999), et ce, méme dans un
environnement qui avait au préalable permis la facilitation de la LTP (Kemp and Manahan-
Vaughan, 2004). La qualité précise des éléments nouveaux présents dans un contexte donné va
influencer I’expression de la LTD de facon différente suivant la zone de I’hippocampe

considérée.

Ainsi, les grandes variations de repéres spatiaux distaux (nouveaux ou réarrangés) vont
promouvoir la LTD dans le gyrus denté (Kemp and Manahan-Vaughan, 2008) et au niveau de
la synapse fibres moussues/CA3 (Hagena and Manahan-Vaughan, 2011). Les variations plus
subtiles et proximales vont promouvoir la LTD dans la région CA1 (Manahan-Vaughan and
Braunewell, 1999) et au niveau de la synapse entre les fibres commissurales ou

associationnelles avec la région CA3 (Hagena and Manahan-Vaughan, 2011).
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Dans un test de reconnaissance d’objet, la présentation d’un objet nouveau entraine
I’apparition d’une LTD dans la région CA1 chez la souris (Goh and Manahan-Vaughan, 2013)
et cette modification empéche farmation subséquente d’une LTP par stimulation haute

fréquence.

Des travaux menés sur la mémoire spatiale ont démontré que 1’apprentissage spatial en
piscine de Morris facilite I’induction d’une LTD par stimulation basse fréquence (Dong et al.,
2013). De plus, la méme équipe rapporte que la LTD est nécessaire pour le réapprentissage
lorsque la position de la plateforme est modifiée car son blocage (soit par un inhibiteur de
I’endocytose des AMPAR, soit par un antagoniste spécifique des sous-unités GIuUN2B empéche
ce réapprentissage.

De facon intéressante, deux études réalisées en électrophysiebogi®/o pour la
premiére etn vivo pour la seconde, suggerent un réle majeur de la LTD dans la consolidation
plus que dans I’acquisition de la mémoire. Ainsi le blocage de la LTD empéche la mémorisation
a long terme dans un test de conditionnement par la peur liée au contexte (Liu et al., 2014) sans
affecter I’apprentissage. Des résultats similaires sont observés au cours d’un apprentissage

spatial en piscine de Morris (Ge et al., 2010).

Les études d’¢électrophysiologie menées in vivo chez des animaux au cours de taches
comportementales sont peu nombreuses mais permettent déja d’entrevoir un réle majeur de la
LTD dans certains types de mémoire. De plus elles répondent au critere de détectabilité (Goh
and Manahan-Vaughan, 201&)a celui de possibilité d’altération antérograde (Kemp and
Manahan-Vaughan, 2004). De nombreux travaux restent cependant nécessaires avant de

pouvoir répondre aux derniers critéres.

V. Facteurs modulateurs de la plasticité

L’importance de la plasticité¢ synaptique dans les processus d’apprentissage et de
mémoire implique qu’elle soit un phénomeéne hautement régulé. Il est donc évident que dans
les conditions physiologiques de nombreux facteurs sont a méme d’influencer son induction,
son expression et sa persistance sur le long terme. De méme, la plasticité synaptique est un
phénomene sensible aux altérations provoquées par de nombreuses pathologies et il est méme
probable que des altérations de la plasticité synaptique soient elles-métroggine des

symptémes de certaind&ntre elles comme la maladie d’ Alzheimer.

77



INTRODUCTION

1. Les modulations physiologiques de la plasticité synaptique
Impact du vieillissement sur la plasticité synaptique

Le vieillissement est généralement associé a un déclin des fonctions cognitives dont la
mémoire. Ces déficits, en partie liés a une atteinte neuronale, sont essentiellement dus a de
subtiles et spécifiques altératiosynaptiques, notamment au niveau de 1’hippocampe et du
cortex frontal (Morrison and Baxter, 2012). En effet, ces régions sont associées a deux types de
mémoire particulierement affectées au court du vieillissement : la mémoire épisodique et la

mémoire de travail.

De nombreuses étud€accordent pour dire que la LTP est diminuée chez les rongeurs
agés par rapport aux jeunes adultes (Billard, 2015 ; Barnes, 2003 ; Foster, 2006 ; Lynch, 1998,
Moore et al, 1993 ; Yang et al, 2010 ; Tombaugh et al, 2002) et que cette diminution est en
grande partie véhiculégar une altération de 1’activité des récepteurs NMDA (Barnes et al,
1997 ; Clayton et al, 2002 ; Freret et al, 2012 ; Potier et al, 2000). De facon intéressante, il a été
démontré qu’il n’y a pas de déficit de synthése et libération de glutamate avec le vieillissement
(Segovia et al, 2001). En revanche, il existe une diminution de synthese de la D-sérine, un co-
agoniste endogenient la présence est nécessaire pour I’activation des récepteurs NMDA, dans
I’hippocampe des rats agés (Turpin et al, 2011). En accord avec cette observation, I’apport de
D-sérine exogéne rétablit une LTP normale chez le rat 4gé (Mothet et al, 2006 ; et des;japonais
Turpin et al, 2011).

Il est intéressant de noter que dans le gyrus denté aussi, une diminution de la LTP est
observée chez le rat &gé maisst pas rétablie par un apport de D-sérine exogene (Labarriere
et al, 2014). Il semblerait plutét queatteinte de I’expression de la LTP dans ce territoire
hippocampiqueprovient d’une diminution de I’activit¢ afférente du cortex enthorinal
(Geinisman et al, 1986 ; Lippa et al, 19%Rurke et Barnes, 2010) et d’une diminution de la
densité de récepteur NMDA (Magnusson, 2000 ; Gazzaley et al, 1996 ; Morrisson et Gazzaley,
1993).

78



INTRODUCTION

En ce qui concerne la LTD, ikmble qu’elle évolue en fonction de 1’dge selon une
courbe en Uf(gure 29 (Pinar et al., 2017)

50 4
40:
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10 4

Amount of CA1 LTD
(%change fEPSP Slope)

Average Age (Postnatal Day)

Figure 29 évolution de l'intensité de la LTD chez le raf@iction de I'age (d'apres Pinar et al, 2017)

Chez les jeunes rats, de nombreuses études ont rapporté que la LTD est induite
facilement et que son amplitude diminue avec I’age (Dudek and Bear, 1993; Kemp et al., 2000)
jusqu’a devenir difficile & induire chez le rat adulte (Bashir and Collingridge, 1994; Mayford et
al., 1995).

I1 est possible que cette diminution de la LTD chez I’adulte soit liée a une modification
du systeme GABAergique avec 1’age car son blocage par la bicuculline (Wagner and Alger,
1995) ou la picrotoxine (Kerr and Abraham, 1995), antagoniste compétitif et non compétitif
respectivemenipermet d’augmenter la LTD chez I’adulte mais pas chez le jeune. De méme,
I’activité Ca?*-indépendante de la CamKIl (autophosphorylation) semble modifiée entre le
jeune et I’adulte. Ainsi, dans un modéle transgénique exhibant une autophosphorylation de la
CamKII amplifiée,on retrouve chez 1’adulte une LTD proche de celle qui peut étre obtenue
chez le jeune (Mayford et al., 1995).

De facon intéressante, de nombreuses études indiquent que le seuil d’induction de la
LTD est plus facilement atteint chez les animaux agés (Foster, 1999; Foster and Kumar, 2007;
Rosenzweig and Barnes, 2003) semblerait que ces différences puissent provenir d’un
déséquilibre entre kinases et phosphatases (Hsu et al.,e2d02) role des canaux calciques
de type L qui favorisent la LTD au détriment de la LTP chez le rat 4gé (Norris et al., 1998).

A Tinverse, d’autres études rapportent une diminution de la LTD chez le rat agé par
rapport au jeune aduleed’autres suggerent méme que la persistance d’une LTD normale serait

la marque d’un vieillissement réussi (Billard and Rouaud, 2007; Kollen et al., 2010; Lee et al.,
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2005). De méme, il a été observé une transformation de la LTD vers la LTP d( a une suractivité
des récepteurs a 1’adénosine Aca Neuronaux apparaissant avec le vieillissement (Temido-
Ferreira et al., 2018).

En résumé, le vieillissement exerce une forte influence sur I’expression de la plasticité
synaptique en impactant de maniéres opposées la LTP et la LTD. En effet, les études
s’accordent sur le fait que la LTP est altérée et que son amplitude est réduite par I’avancée en
age. En revanche, les effets du vieillissement sur la LTD sont moins clairement établis, certaines
¢tudes pointant vers une diminution et d’autres vers une augmentation de la LTD avec I’age. Il
semblerait que ces apparentes contradictions soient le fruit de conditions expérimentales
différentes, il a en effet été démontré que le temps de repos entre le prélévement des tissus et la
mesure de la plasticité influe de fagon projparielle sur I’amplitude de la LTD (Billard,

2010).

Impact du stress sur la plasticité synaptique

De nombreuses études ont démontré un fort impact du stress sur les processus de
mémoire et d’apprentissage, notamment ceux dépendastle ’hippocampe (Joéls et al., 2006;
Kim et al., 2006a; Shors, 2004, 2006) et ces effets ont été rapportés comme étant liés a une

modification de la plasticité synaptique (Wong et al., 2007).

Plus précisément, il semble que le stress impacte de facon différente la LTP et la LTD,
la premiere forme de plasticité étant inhibée quand la seconde est facilitée.

La diminution de la LTP suite a un stress aigu a été rapportée ailavnie (Diamond
et al., 1994) ein vitro (Foy et al., 1987; Mesches et al., 1999; Shors et al., 1989) en usant de
facteurs de stress variés comme 1’exposition a un prédateur ou I’administration de chocs
électriquesA 1’opposé, la facilitation de la LTD a elle aussi été démontrégtro (Kim et al.,
1996; Yang et al., 2005) &t vivo (Manahan-Vaughan, 2000; Xu et al., 1997). Par ailleurs il a
aussi été démontré que le stress prénatal entraine chez la progéniture une baisgeitdelé
de la LTP et une augmentation de celle de la LTD (Yang et al., 2006; Yeh et al., 28%®). Il
aussi important de noter que ces déficits apparaissent chez I’animal incapable de se soustraire
au facteur de stress (Shors et al., 1989), indiquant que les effets de ce facteur sur la plasticité
synaptique sont déterminés pdaspect psychologique et pas seulement les fasteur
physiologiques (Kim et al., 2006&)ette observation est en accord avec le fait qu’une 1ésion
de I’amygdale (une région limbique impliquée dans les processus émotionnels) peut prévenir

les effets du stress sur la plasticité synaptique (Kim et al., 2005).
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Une réponse physiologique majeure face au stress est la sécrétion de glucocorticoides
qui vont activer les récepteurs aux minéralocorticoides (MR) et glucocorticoides (GR). Les MR
ont une forte affinité pour les glucocorticoides, alors que celle &gdEfaible donc en
conditions normakg seuls les MR sont activés (Arriza et al., 1988). En condition de stress,
I’activation des GR par la montée en concentration des glucocorticoides va entrainer des effets
sur la mémoire et la plasticité. Ces récepteurs sont liés a la plasticité par le biais du facteur
neurotrophique dérivé du cerveau (brain derived neurotrophic factor, BDNF). En effet, MR et
GR contrdlent la production des récepteurs TrkB etdqa3DNF, L’activation de TrkB facilite
la LTP (Minichiello et al., 1999; Zhang and Poo, 20818}s que ’activation de p75 facilite la
LTD (Ro6sch et al., 2005; Woo et al., 2005). A basse concentration de glucocorticoides, les MR
activent la production de TrkB (Stranahan et al., 2010, 2@&djs qu’a haute concentration,
ils la diminuent et augmentent celle de p75 (Wosiski-Kuhn et al., 2D&4)lus 1’ajout direct
de corticostérone sur des tranches d’hippocampe entraine une facilitation de la LTD dans la

région CAl (Tse et al., 2011).

Par ailleurs il a été démontré que le stress, par le biais des GR pourrait inhiber la
recapture du glutamate au niveau de la synapse, activant des récepteurs NMDA extra-
synaptiques contenant la sous-unité GIuN2B, ce qui favorise la LTD (Yang et al., 2005). La
méme équipe a de plus montré que le blocage de ces récepteurs NMDA contenant GIuN2B par

un antagoniste spécifique, le R025-6981, inhibe la facilitation de la LTD par le stress.

Ainsi, a I’instar du vieillissement le stress a donc une influence néfaste sur la LTP alors

qu’il va faciliter la LTD.

Impact du sexe sur la plasticité synaptique

Les hormones sexiles sont capables d’influer sur la mémoire et I’apprentissage et de
nombreuses études indiquent également un réle dans la régulation de la plasticité synaptique. Il
a d’ailleurs été démontré que la production de ces hormones existe aussi au niveau cérébral,
permettant ainsi une action plus rapide que par le biais des hormones cirqitantesKiel
et al.; Roselli et al., 1985; Tabatadze et al., 2014).

Le rdle des estrogénes dans la régulation de la LTP fait aujourd’hui consensus, de
nombreuses études ayant démontré une augmentation de la LTP par ces hormones dans
I’hippocampe a la fois in vivo (Cordoba Montoya and Carrer, 1997; Warren et al., 1998 et
vivo (Fugger et al., 2001; Kramar et al., 2009; Kumar et al., 2015; Oberlander and Woolley,

2016) En revanche, les effets des cestrogenes sur la LTD sont plus difficiles a cerner.
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Certaines études rapportent un effet piid des cestrogenes (Day and Good, 2005;
Desmond et al., 2000; Mukai et al., 2007; Murakami et al., 2015; Zamani et al., 2000). A
I’opposé, il a été démontré une suppression de la LTD par les cestrogénes (Sharrow et al., 2002)
passant par une inhibition des phosphatases et notamment de la calcineurine. Enfin une étude
rapporte une absence d’effets chez 1’adulte et une suppression de la LTD chez le rat agé
(Vouimba et al., 2000%e qui est confirmé par d’autres études chez I’animal agé (Foster et al.,

2003; Foy et al., 2008a).

Le ro6le de la progestérone au niveau de la plasticité synaptique a été étudié par de
nombreuses équipes mais reste encore sujet a débat car les résultats obtenus sont
contradictoires. Certaines études ne trouvent pas d’effets sur la LTP dans la région CA1 eXx vivo
(Ito et al., 1999) lars que dans d’autres il a été rapporté une diminution de la LTP (Foy et al.,
2008b) pouvant résulter de la mise en jeu de récepteurs ARAchell et al., 2008). En
revancheaucune étude n’a rapporté d’effets sur la LTD (Foy et al., 2008b).

Les récepteurs des androgénes sont abondants dans I’hippocampe et les taux
d’androgenes dans cette structur@ont nettement plus élevés qu’au niveau de la circulation
générale (Ooishi et al., 2012) suggérant un réle majeur de ceux-ci dans la régulation de ses
fonctions. Les études en date confirment en effet un réle des androgenes sur la plasticité
synaptique (Schulz and Korz, 2010) ; ils réduiraient la LTP dans la région CAl (Harley et al.,
2000) et y favoriseraient la LTD (Hebbard et al., 2003). De méme, il a été démontré que
I’inhibition de la synthése de dihydrotestostérondHT) entraine un glissement de la LTD vers
la LTP et facilite I’induction de la LTP par un stimulus a haute fréquence subliminaire, ces
effets étant bloqués par I’ajout de DHT exogéne (Di Mauro et al., 2015, 2017). Enfin, le blocage
des récepteurs aux angdenes dans la région CA1 de I’hippocampe affecte I’induction de la
LTD, la transformant en LTP (Pettorossi et al., 2013). Il existe cependant une étude rapportant
des résultats contraires menées sur des souris KO ayant subi une délétion spécifique du gene
des récepteurs des androgenes cérébraux, dans cette étude les auteurs rapportent une diminution

de la LTP associée a des déficits de mémoire (Picot et al., 2016).

Impact des neurotransmetteurs sur la plasticité synaptique

En premier lieu, le GABA en tant que médiateur de I’inhibition joue un rdle
prépondérant dans la plasticité synaptique. En effet I’activation des récepteurs post-synaptiques
du GABA de type entraine une hyperpolarisatimi s’oppose directement a I’activation des
récepteurs NMDA.

82



INTRODUCTION

De nombreuses études ont rapporté que 1’activation des récepteurs GABAa entraine une
diminution ou un blocage de la LTP dans I’hippocampe (Evans and Viola-McCabe, 1996;
Mufoz et al., 2016; Rodgers et al., 2015) alors que leur blocage la facilite (Grover and Yan,
1999; Martin et al., 2010). De facon intéressante, le blocage des récepteurss GABIKA
bicuculline n’a pas d’effets sur la LTD chez le jeune rat mais facilite 1’induction de celle-cCi
chez le rat adulte (Wagner and Alger, 1995). Au contraire, les récepteursgaBiXavoriser
I’induction de la LTP par un phénomene de désinhibition passant par des autorécepteurs
présents au niveau des afférences GABAergiques et dont I’activation diminue la libération de

GABA (Davies et al., 1991; Mott and Lewis, 1991, 1992).

Il en est de méme pour les autres systémes de neurotransmission. Ainsi, le blocage des
récepteurs muscariniques par la scopolamine altére la LTP hippocampique (Matsumoto et al.,
2001) alors que leur activation directe (Burgard and Sarvey, 1990) ou indirecte, par exemple
par le donepezil (Kapai et al., 2012) la facilite dans cette méme région. De plus, toujours dans
I’hippocampe, 1’activation des récepteurs nicotiniques, notamment des types contenant la sous-
unité a7 favorise I’induction de la LTP (Kroker et al., 2011; Ondrejcak et al., 2012). En ce qui
concerne le systeme dopaminergique, il a été rapporté que le blocage des récepteilite D4 fac
la LTP dans I’hippocampe tout en y bloquant la LTD (Navakkode et al., 2017) e chez des souris
KO n’exprimant pas le transporteur de la dopamine il a été rapporté la persistance d’une LTP
normale mais une inhibition de la LTD (Morice et al., 2007¢ méme, 1’activation des
récepteurs} du systéme noradrénergique est connue pour faciliter I’induction de la LTP

hippocampique (Haqg et al., 2016; Qian et al., 2012).

Enfin, le systeme sérotoninergique est lui aussi impliqué dans la régulation de la
plasticité synaptique hippocampique (Corradetti et al., 1992; Staubli and Otaky, 1994),
modulation que nous allons détailler a travers IeSI3R dans le chapitre suivant.

2. Modulation de la plasticité synaptique par les récepteurs 5-HT4

Les 5HT4R sont impliqués dans la régulation des processus d’apprentissage et de
mémoire, ou ils exercent des effets promnesiants et anti-amnésiants par leur activation (Hagena
and Manahan-Vaughan, 2016). Compte tenu des liens entre mémoire et plasticité synaptique,
de nombreuses études se sont penchées sur les effatsid@ion ou du blocage des 5-HT4R

sur ces processusytamment dans 1’hippocampe.
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Modulation de la plasticité synaptique par les récepteurs 5-HT4 dans

[’hippocampe

Le gyrus denté, étant considéré comme la pditatrée des informations dans
I’hippocampe, nous allons commencer par rapporter les effets de la modulatioH TgR Sur
la plasticité synaptique dans cette zone (tableau 4). Ici, au niveau donc de la synagae entr
voie perforante et les cellules granulaires, le blocage d€EsR-par 1’antagoniste RS39604
entraine un passage de la dépression a court terme vers la LTD sans affecter la LTP
(Twarkowski et al., 2016A I’inverse, leur activation pal’agoniste partiel RS67333 bloque la
LTD et favorise un retour de la LTP vers le niveau de base de la transmission synaptique
(Twarkowski et al., 2016). Une autre étude montre un effet dose-dépendant du RS%7333
faible dose, celuéi n’affecterait pas la LTP mais I’inhiberait & plus haute concentration (Kulla
and Manahan-Vaughan, 2002)1’opposé, une derniére étude dans le gyrus denté indique que
I’activation des 5-HT4R entraine une augmentation transitoire (1h) de la LTP avant de revenir

au niveau de LTP des controles (Marchetti et al., 2004).

Dans la région CABorne d’Ammon), au niveau de la synapse entre les fibores moussues
provenant du gyrus denté et les cellules pyramidales, I’activation des 5-HT4R par le RS 67333
inhibe a la fois la LTP et la LTD, alors que leur blocagelRS39604 facilite I’induction de
la LTP et de la LTD par destimulations subliminaires (Twarkowski et al., 2016).

Dans la région CA1, au niveau de la synapse entre la collatérale de Schaeffer provenant
de la région CA3 et les cellules pyramidales, I’activation des 5-HT4R par le RS67333 entraine
un blocage de la LTD alors que son blocage par le RS39604 permet a un stimulus a basse
fréquence n’induisant pas de LTD en conditions normalesi’en induire une (Kemp and
ManahanVaughan, 2005)En revanche, la méme étude a démontré que ni ’activation ni le

blocage de ces récepteurs n’affectent la LTP
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Par ailleurs, ces auteurs démontrent que 3 AR ont la propriété de modifier la valeur
de la fréquence « seuil » dige (Bienenstock et al., 1982) pour laquelle normalement ni LTP
ni LTD ne sont induites par la stimulation. En efféactivation de ces récepteurs va alors

provoquer une LTP alors que leur blocage va entrainer une figudg( 30.
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Figure 30 variation du sens de la plasticité synaptiquéoastion de la fréquence de stimulation (d'aprégetta et Manahan-vaughan, 20
La courbe noire correspond a la réponse en comditiermales et les courbes bleu et rouge corregpbadx réponses observées par les
auteurs lors de la modulation phamacologiquessdds.R
O : valeur de fréquence seuil en dega de laquelle aucune plasticité n’est induite et au dessus de laquelle une LTD est induite
©" : valeur de fréquence seuil en de¢a de laquelie D est induite et au dessus de laquelle uneskfiRduite

Toujours dans la région CAl, une autre étude utilisant le SC53116 comme agoniste
partiel des 34T4R rapporte une augmentation de la LTP apres activation des récepk€lys 5-
(Matsumoto et al., 2001)De fagon intrigante, une étude rapporte 1’induction d’une
augmentation considérable et durable de I’excitabilité des neurones pyramidaux suite a

I’activation temporaire des 5-HT4R (Mlinar et al., 2006).
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Cette augmentation de I’excitabilité dure pendant au moins 2 heures et 1’ajout d’un
antagoniste apres son induction ne rétablit pas le niveau initial. Cet effet pourrait participer a
lactivité pro-mnésiante associée a I’activation des 5-HTsR observée au niveau
comportemental. En effal,a été suggéré qu’en plus de la plasticité synaptique, la plasticité de
I’excitabilité intrinséque d’un neurone participe aussi a la formation de la mémoire (Daoudal
and Debanne, 2003; Lisman et al., 2018).

Enfin, dans le subiculum, qui est la principale cible des cellules pyramidales de la région
CA1 ainsi que la voie de sortie principale de I’hippocampe, la LTP n’est pas affectée par
I’activation ou le blocage des 5-HT4R. En revanche, la LTD est facilitée par 1’action du
RS67333 sur ces récepteutors qu’elle est bloquée par 1’action de ’antagoniste RS39604
(Wawra et al., 2014).

Structure Ligand utilisé Modéle Effets sur la plasticité Références

hippocampique

Gyrus denté RS67333 (+) In vivo, Blocage dose-dépendantde laLTP Kulla et Manahan-vaughar
" RS39604 (1) ICV Pas d’effet sur la LTP 2002
" RS67333 (+) Blocage de la LTD et facilitation du retour & Twarkowski et al, 2016
ligne de base de la LTP
W Pas d’effet sur la LTP, facilitation de la LTD
RS67333 (+) In vivo, Augmentation de la LTP Marchetti et al, 2004
" RS39604 (1) IP Facilitation du retour & la ligne de base de la L
CA3 RS67333 (+) In vivo, Blocage LTP et LTD Twarkowski et al, 2016
" RS39604 (1) ICV Facilitation LTP et LTD
CAl SC53116 (+) In vivo, Augmentation de la LTP Matsumoto et al, 2001
" GR113808v ICV Pas d’effet sur la LTP
" RS67333 (+) Blocage de la LTD, 4 d’effet sur la LTP mais Kemp et Manahan-
induction d’une LTP a 10Hz Vaughan, 2005
W Facilitation de la LTD, pas d’effet sur la LTP
mais induction d’une LTD a 10Hz
Subiculum RS67333 (+) Exvivo Facilitation de la LTD, pas d’effet sur la LTP Wawra et al, 2014
W Blocage de la LTD, pas d’effet sur la LTP

Tableau 4effets sur la plasticité synaptique hippocampiguiadnodulation pharmacologique des récepteurs &-HT
ICV : injection intra-cérébroventriculaire ; IP njection intra-péritonéale ; (+) :agoniste ; (-antagoniste

Les 5HT4R exercent donc une forte action régulatrice sur les processus de plasticité

synaptique dans I’hippocampe. Il est particulierement intéressant de constater que ces effets

différent d’une structure a I’autre (tableau 4.

86



INTRODUCTION

Ces observations mettent donc en évidence un pfeéiion complexe dépendant de la
fonctionnalité de chaque structure hippocampique et donc une régulation différentielle des
différents processus de mémoire et d’apprentissage dans lesquels I"’hippocampe peut étre
impliqué. Il est néanmoins compliqué de tirer des conclusions de ces études en raison de
résultats parfois contradictoires, pourtant obtenus souvent avec les mémes outils
pharmacologiques. Il est probable que ces incohérences proviennent de différences de
protocoles et doses utilisées. Par ailleilits; faut pas négliger I’existence de différences inter-
souches au niveau de la plasticité synaptique (Jones et al.,, 2001) ainsi que vis-a-vis de la
sensibilité des récepteurs aux neurotransmetteurs a la manipulation pharmacologique

(Manahan-Vaughan and Braunewell, 2005).

Modulation de la plasticité synaptique par les récepteutsTedans d’autres

structures cérébrales

Les études menées sur les effets de la modulationld&sfbsur la plasticité synaptique
sont rares en dehors de 1’hippocampe, cette structure faisant coincider la pertinence de son role
dans les processus de mémoire et une forte expressiorHIaR5Néanmoins I’expression de
ces récepteurs est particuliérement élevée dans le striatum et a moindre niveau dans I’amygdale,

deux structures elles aussi impliquées dans le mémoire.

Deux études ont été menées dans 1’amygdale par1’équipe de Huang et Kandel, une
structure mportante en ce qui concerne la mémoire dotée d’une charge émotionnelle. Dans le
complexe bastatéral de I’amygdale les auteurs rapportent que le blocage des 5-HT4R bloque
la LTP induite par une stimulation haute fréquence. En revanche ils démontréattugion
pharmacologique transitoire desH34R entraine une augmentation durable de la transmission
synaptique qui va bloquétinduction subséquente d’une LTP par stimulation électrique a haute
fréquence. Par ailleurs cette étude rapporte que cette LTPeiqpphatmacologiquement,
nécessite la synthése de protéines activée par la voie PKA/MAPK ainsi qu’une réorganisation
du cytosquelette mais qu’elle est en revanche indépendante des récepteurs NMDA (Huang and
Kandel, 2007a)Dans I’autre étude (Huang and Kandel, 2007b), les auteurs ont étudié une LTP
synapse-spécifique induitéans 1’amygdale latéral suite a une stimulation basse fréquence,
dépendante de la PKA et de la synthése de protéines mais pas des récepteurs NMDA. Cette
LTP est bloquée par I’antagoniste RS39604 et reproduite par I’administration de I’agoniste

RS67333 en I’absence de stimulation basse fréquence.
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En revanche, lorsque cette stimulation est applign présence de 1’agoniste, il en
résulte une forte dépression durant une heure avant retour a la ligne de basélTuRs 5-
semblent donc exercer un role important dans 1’établissement de la plasticité synaptique dans

I’amygdale et, par la méme, dans lesS processus mnésiques associés a la peur.

Dans le striatum, une étude récente a rapporté que le blocage de la libération de
sérotonine permet 1’induction d’une LTD par STDP (Cavaccini et al., 2018). Cette LTD est
produite au niveau de la synapse thalamo-striatale et il semble que son blocage par la sérotonine
est di a D’activation des 5-HT4R puisque I’utilisation d’un antagoniste de ces récepteurs

(RS39604 et GR113808) reproduit les effets du blocage de libération de la sérotonine.

3. Les modulations pathologiques de la plasticité synaptique

Nous avons vu que la plasticité synaptique est une propriété fonctionnelle des réseaux
neuronaux qui est tres régulée dans le cerveau. Malheureusement, il existe aussi un certain

nombre de conditions pathologiques qui sont a méme de perturber cette régulation.

De facon intéressante, les altérations de plasticité synaptique ne sont pas uniquement
observées au cours de pathologies neurologiques. En effet, au cours de pathologies d’origine
périphérique comme le diabete il a été rapporté la survenue de troubles cognitifs et notamment
d’ordre mnésique (Biessels et al., 1994; Greenwood and Winocur, 2005; Strachan et al., 1997).
L’¢étude de modeles animaux de cette pathologie a permis de mettre en évidence des altérations
de la plasticité synaptique : une diminution de la LTP et une facilitation de la LTD (pour revue,
Artola, 2013) De méme, I’hypertension artérielle est associée chez ’homme a un déclin
cognitif accéléré et notamment des altérations de la mémoire (Toth et al., 2017) et, la encore
des ¢tudes sur des modeles animaux d’hypertension ont montré une diminution de la LTP

(Tucsek et al., 2017).

C’est cependant au cours des pathologies d’origine centrale que 1’on observe le plus
d’altérations de la plasticité synaptique. Ainsi, un certain nombre de pathologies psychiatriques
entrainent des déficits cognitifs parmi leurs symptébmes, notamment dans le cas de la

schizophrénie.

Cette pathologie psychiatrique, touchant 1% de la population, est caractérisée par une
triade de symptomes : des symptdmes dits « positifs », des symptdmes « négatifs » et des

symptdmes cognitifs comme par exemple des pertes de mémoire ou des déficits de 1’attention.
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Aujourd’hui de nombreuses études pointent 1’implication d’altérations de la plasticité
dans ces derniers symptomes (Daskalakis et al., 2008; Van Snellenberg, 2009) potentiellement
causées par un dysfonctionnement des récepteurs NMDA (Coyle, 2006; Crabtree and Gogos,
2014) affectant la LTP et la LTD (Lewis et al., 2003; Paz et al., 2008; Woo et al., 2088). De
études de rTMS chez des patients atteints de schizophrénie ont révélé des déficits au niveau des
processus LTP-like dans le cortex moteur (Fitzgerald et al., 2004; Frantseva et al., 2008; Hasan
et al., 2011; Strube et al., 2016), de méme que des altération des processus LTD-like (Hasan et
al., 2012, 2015; Strube et al., 2018hez I’animal, les modeles de la maladie sont tres
hétéroclites et il en ressort des résultats tres divergents et méme souvent contradictoires. Ainsi
il a pu étre rapporté une diminution de la LTP au niveau des synapses CA3/CAl
hippocampiquest dans I’amygdale chez un modéle basé sur 1’administration subchronique de
phéncyclidine (PCP), un antagoniste non compétitif des récepteurs NMDA (Pollard et al.,
2012) A l’opposé, dans un modéle de souris transgénique n’exprimant pas une protéine
(dystrobrevin bindin protein) dont le gene est considéré comme un locus de susceptibilité a la
schizophrénie, la LTP hippocampique est augmentée (Orozco et al., 2014).

Enfin, les maladies neurodégénératives sont généralement associées a des déficits
cognitifs évoluant avec le développement de la maladie pouvant en partie étre dues a des
anomalies de la plasticité synaptique, notamnaémtigine hippocampique. Des déficits de
plasticité ont ainsi été rapportés chez des modéles de la maladie de Parkinson chez lesquels la
LTP est séverement diminuée au niveau de la région CAl (Ferreira et al., 2017)eggans
denté (Mufioz et al., 2016) mais aussi dans le striatum (Nouhi et al., 2017). De méme, la LTD
est, elle aussi, altérée dans la région CA1 (Sweet et al., 2015) et le gyrus denté (Pendolino et
al., 2014) Dans la maladie de Huntington, il a été rapporté I’altération de la LTP au niveau de
I’hippocampe dans différents modéles animaux (Milnerwood et al., 2013; Usdin et al.,.1999)

En ce qui concerne la LTD elle a été vue comme étant augmentée dans la région CAl
(Milnerwood et al., 2006; Murphy et al., 2000) mais ne semble pas affectée dans le gyrus denté
(Ghilan et al., 2014)De méme, la possible implication d’altérations de la plasticité synaptique
dans les déficits cognitifs observés dans la MAialfabjet de nombreuses études et sera

abordée dans le chapitre suivant.
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La Maladie d’Alzheimer

Aujourd’hui quand on parle de pathologie affectant la mémoire, il est impossible de
passer a coté de la MA. Cette maladie aux étiologies encore largement indéterminées, est la
cause majeuré’amnésie dans la population et la recherche d’un traitement efficace nécessite
d’en connaitre tous les rouages. Apres avoir fait un survol d’ensemble des connaissances sur
cette pathologie nous allons parler des traitements existants ou en développement en terminant

par un focus sur les récepteurbi®s et leur implication dans des processus liés a la MA.

.  Généralités

Les premiers travaux rapportant I’existence de la MA datent du début du 19 siécle:
en 1901 un médecin allemand, Alois Alzheimer, décrit chez une patiente agée de 48 ans, Mme
Auguste Deter, une atteinte des fonctions cognitives regroupant des éléments aussi divers
qu'une amnésie, une désorientation, des troubles de I’humeur et des difficultés de
compréhensiort d’expression allant jusqu’a I’aphasie. Cette symptomatologie correspondant
a ce qu’on qualifiait a I’époque de démence sénile, la pathologie de Mme Deter fut qualifiée de
démence présénile au vu de son age. Aprés son déces, le docteur Alois Alzheimer eut
’autorisation de pratiquer une autopsie et put mettre en évidence dans le cerveau de la défunte
par observation au microscope deux types de Iésions caractéristiques : des plaques séniles, ainsi
gue des amas anormaux de fibrilles intra-neuronales. Ces observations donnérent lieu a un
article en 1907 (traduction anglaise (Alzheimer et al., 1995)) décrivant le cas de la patiente,
sans identifier la maladie. Ce ne sera qu’en 1960 que la MA sera reconnue comme une maladie
a part entiere par la découverte de lien entre les déficits des fonctions cognitives etitd qua

de plaques et les amas de fibrilles.

1. Epidémiologie et facteurs de risque

La MA est une pathologie commune du sujet agé : ainsi aux Etats-Unis prés de 11% des
personnes de plus de 65ans sont touchées par la mMaledliemer’s Association, 2016). Selon
un rapport d’ « Alzheimer Disease International », 46.8 millions de personnes étaient atteintes
de cette maladie dans le monde en 2015 et ce nombre va aller croissant (Castellani et al., 2010).
Il est intéressant deoter que 1’age d’apparition de la MA permet d’en dissocier deux formes
une dite sporadique représente environ 99% des cas et apparait en moyenne apres 65 ans, le 1%
de malades restant définissent la MA d’apparition précoce, puisqu’intervenant avant 65 ans.

Cette derniere forme est dite familiale car son origine serait génétique (Bekris et al., 2010).
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De nombreux facteurs de risque pouvant influencer la survenue de la MA ont pu étre
identifiés. Certains facteurs sont inévitables, comme le vieillissement ou certaines
caractéristiques génétiques ; mais un certain nombre de ces facteurs peuvent étre evités et il est

important de les identifier pour pouvoir réduire la prévalence de la maladie.

Facteurs de risque inévitables

Le premier facteur de risque est 1’age des patients, une étude récente a démontré une
forte association entre 1’age et I’apparition de la maladie (Hebert et al., 2010). La génétique est
aussi un facteur de risque a prendre en compte. Les patients atteints de la forme familiale de la
MA présentent des mutations des génes de I’APP (précurseur de la protéine amyloide), de la
préséniline 1 et/ou de la préséniline 2 (deux enzymes faisant partie du complexg- de la
sécrétase qui intervient dans le clivagel’deP). Hors forme familiale de la MA, d’autres
génes sont égalemedes facteurs de risque et 1’un des principaux est le géne de I’ApoE
(apolipoprotéine E), protéine de métabolisme des lipidés:fbrme ApoE-£4 de cette protéine
accroit le risque de développer la MA (Diedrich et al., 1991). Enfin, le sexe est le troisieme
facteur de risque de survenue de la MA. Il est en effet établi que les femmes ont plus de risque

de développer la MA gue les hommes (Gao et al., 1998).

Facteurs de risques évitables

De nombreuses études suggerent que la santé de notre cerveau est intimement liée a
celle de notre systeme cardiovasculaire (pour revue Moroni et al., 2018). Ainsi, la survenue de
maladies cardiovasculaires a été démontrée comme étant un facteur de risque important de la
MA (Jefferson et al., 2015). De ménimbésité (Anstey et al., 2011 ) hypertension artérielle
(Debette et al., 201 1) hypercholestérolémie (Meng et al., 2014) ou le fait de fumer (Rusanen
et al.,, 2011; Zhong et al., 2015) sont des facteurs de risque pour des pathologies

cardiovasculaires et aussi pour la MA.

A D'inverse, des facteurs protecteurs des pathologies cardiovasculaires, comme I’activité
sportive (Willis et al., 2012) ou une régime pauvre en graisse saturée (Lourida et al., 2013) sont
aussi associés a une diminution du risque de développer la MA. De maniere générale, une

mauvaise hygiéne de vie est donc un facteur de risque pour la MA.

La consommation de certains médicaments semble étre corrélée a un risque plus élevé
de développer la MA. : une étude francaise récente a rapporté une surexposition chronique des

patients atteints de démences aux antipsychotiques et psychotropes (Breining et al., 2016).
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Une étude suédoise a aussi rapporté la méme année des résultats similaires, précisant un
détail intéressant: les patients atteints de MA regoivent souvent une prescription de
benzodiazépines dansardnée précédant leur diagnostic (Tolppanen et al., 2016). De
nombreuses études rapportent une incidence accrue de la MA chez les consommateurs de
benzodiazépines (Billioti de Gage et al., 2014; Tapiainen et al., 2018; Wu et al., 2009).

Enfin, le niveau d’éducation semble jouer un rdle dans la possibilité d’apparition de la
MA, en effet certaines études rapportent un risque plus élevé de survenue de la maladie chez
les personnes ayant fait moins d’études universitaires que chez les plus diplémés (Kukull et al.,
2002; Sando et al., 2008) est supposé qu’un niveau d’éducation plus ¢levé contribue a mettre
en place une « réserve cognitive » permettant de mieux compenser les changemeni cérébra
menant a la MA (Roe et al., 2007; Stern, 2012).

2. Symptomatologie de la maladie d’ Alzheimer

L’apparition des symptomes se fait trés progressivement au cours de 1’évolution de la
MA. Sur la base de cette progression il a été défini trois stades de la pathologie : les stades
léger, modéré et sévere. La vitesse a laquellpalésts passent d’un stade a un autre est tres
variable d’un individu & un autre. Aux stades les plus avancés, les patients ne peuvent plus

réaliser les taches les plus basiques de la vie courante et nécessitent une aide constante.

Il existe un stade préclinique de la MA (Sperling et al., 2011), ou les individus présentent
certaines modifications physiologiques, comme une composition altérée du liquide
céphalorachidien, ainsi que des signes cliniques trés modérés ne génant pas I’accomplissement
des taches quotidiennes. Ce stade est appelé « Mild Cognitive Impairment » (MCI) et on estime
a prés de 15% la part de personnes agées de plus de 65 ans atteintes de MCI (Roberts and
Knopman, 2013). On ne peut faire la difféerence entre le MCI et un déclin cognitif du au

vieillissement normal qu’au moyen de tests neuropsychologiques tres élaboré.

En revanche on peut commencer a détecter 1’apparition de certains biomarqueurs de la

pathologie (Edmonds et al., 2015).

Une étude récente indigue une probabilité de 32% de développer la MA chez les
individus atteints de MCI (Ward et al., 2013), cette probabilité est cependant augmentée en cas
de MCI associé a des déficits de mém@wtchell and Shiri-Feshki, 2009). Le stade MCI est
caractérisé par une atteinte des fonctions exécutorese 1’ attention, la flexibilité ou encore

I’inhibition, et parfois méme de la mémoire épisodique (Belleville et al., 2014).
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La symptomatologie de la MA est donc repré&empar 1’évolution progressive des

symptébmes manifestés durant le stade Migufe 3J).
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Figure 31: évolution des symptdmes au cours des diffétanisssde la maladie d'Alzheimer (d'apres ferrisagiow, 2013)

La mémoire épisodique est la premiére forme de mémoire affectée. Elle va se dégrader
rapidement avec la survenue d’une amnésie antérograde. Avec I’évolution de la maladie, la
mémoire a court terme et la mémoire de travail seront affectées a leur tour (Stopford et al.,
2012) Tres vite on observe des difficultés d’orientation reflétant des troubles de la mémoire
spatiale, ces troubles n’apparaissant que chez environ 50% des sujets MCI et 80% des sujets
atteints de la MAlors que I’ensemble de ces patients présentaient des compétences de

reconnaissance de lieux familiers similaires a celle des sujetqdalipslyi et al., 2007).

Par ailleurs,]Ja mémoire spatiale nécessite I’emploi de stratégies d’orientation dans
I’espace. L’existence de deux stratégies différentes a été démontrée : I’une, dite allocentrique,
est liée a I’utilisation de repéres extérieurs et de leur rapport avec 1’environnement (elle est donc
dépendante du contexte et donc de I’hippocampe) et I’autre est dite €égocentrique et utilise les
reperes extérieurs par rapport au soi. Une méta-analyse a rapporté que la stratégie allocentrique
est plus altérée que la stratégie egocentrique par la MA, et ce, dés les stades préctbes de
De méme il semble que la possibilité pour un patient de passer d’une stratégie a I’autre soit

altérée tres précocement dans la MA (Serino et al., 2014).
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Par ailleurs, la mise en place de différents processus cognitifs est souvent le fruit de la
coopération de différentes fonctions et donc rarement isobée. bit, 1’atteinte d’une fonction
cognitive peut en impacter une autréafprentissage, par exemple, peut nécessiter un recours
a la mémoire a court terme, qui permet d’emmagasiner les informations le temps de les utiliser,
mais va aussi nécessiter la mise en jeu de processus attentionnels. Par ces notions
d’interrelations et de complémentarité entre différentésnctions cognitives, 1’atteinte de
I’attention et de la mémoire de travail chez les sujets atteints de la MA, peut impacter
I’apprentissage et expliquerait en partie ses déficits observés dans cette pathologie (Germano
and Kinsella, 2005).

De méme, les fonctions exécutives montrent une hétérogénéité d’évolution au cours de
la MA. Par exemple, la flexibilité, I’attention et le raisonnement font patrie des fonctions déja
atteintes au stade MCI, alors que le langage ne va présenter des troubles qu’aux stades avancés
de la MA (Allain et al., 2013; Ferris and Farlow, 2013). De méme aux stades avancés peuvent
apparaitre une apraxie (trouble dans la réalisation des gestes) et une agnosie (trouble de la

reconnaissance visuelle, auditive ou olfactive sans atteinte sensorielle) (Avet, 2008).

En plus des troubles de la mémoire et des fonctions exécutives caractéristiques de la
MA, les patients atteints de cette pathologie présentent un éventail de troubles
neuropsychiatriques variés avec en particulier une atteinte de ’humeur. En effet, des troubles
tels que la dépression, 1’anxiété, I’irritabilité ou 1’agitation sont décrits chez 90% des patients
atteints de démence dans les 5 ans qui suivent le diagnostic et contribuent parfois au diagnostic
(Hildreth and Church, 2015; Suarez-Gonzalez et al., 2016). La description de ces comorbidités
a d’ailleurs défini la dépression comme facteur de risque pour le développement de la MA, et
certains auteurs pensent que cette pathologie serait un état prodromique de la MAdiGarcez
al., 2015).

D’autres comorbidités peuvent également se manifester au cours de la MA, comme les
troubles du sommeil, qui augmentent le risque de la survenue de la pathologie et peuvent
contribuer a accélérer la vitesse du déclin cognitif (Lim et al., 2014).

3. Physiopatholog de la maladie d’ Alzheimer

La MA est caractérisée par deux marqueurs histologiques majeurs : les plaques séniles
amyloides, au niveau extracellulaire et la protéine tau hyperphosphorylée dans les

neurofibrilles, au niveau intracellulaire.
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Par ailleurs on retrouve un certain nombre d’autres altérations dans la MA, notamment
une inflammation chronique ou encore une baisse du métabolisme cérébral (Masters et al.,
2015).

L ’environnement cérébral dans la maladie d’Alzheimer

Le cerveau consomme normalement prés de 25% du glucosegdeikme (Sokoloff,
1999) et chez les patients atteints de MA ce taudiminué d’un quart. De fagon intéressante
cet hypométabolisme du glucose est corrélé en intensité et au niveau topographique avec la
séverité des déficits observés chez les patients atteints de la MA (Mosconi, 2005). Ce défaut de
métabolisme est expliqué par un dysfonctionnement du métabolisme cellulaire du glucose au
niveau mitochondrial et extra mitochondrial. En effet, une régulation négative des enzymes de
glycolyse ou celles du cycle respiratoire mitochondrial a été rapportée (Ferreir@1@y.,
On peut supposer qu’une baisse de I’activité des mitochondries, trés présentes au niveau

synaptique, pourrait participer au dysfonctionnement rapporté dans ces structures.

Au cours de la respiration mitochondriale, des espéces réactives de I’oxygene sont
produites. Dans des conditions normales, elles sont éliminées par des mécanismes antioxydants.
Cependant, au cours de la MA, 1’équilibre entre les mécanismes oxydants et antioxydants est
perturbé et il en découle un stress oxydant (Clark et al., 2010). En effet, il a été rapporté un
baisse des mécanismes antioxydants chez les patients atteints de la MA (Kim et al., 2006b). Les
molécules oxydantes vont donc s’accumuler et provoquer des dégéts au niveau de la membrane
(peroxydation des lipides), de I’ADN nucléaire et mitochondrial des neurones et vont oxyder
les protéines de la glycolyse ce qui va entrainer au final un déficit de la production d’ATP et

perturber le bon fonctionnement cellulaire (Tramutola et al., 2017).

Enfin, on retrouve aussi une composante inflammatoire dans la MA. En effet, il a été
rapporté que la prise d’anti-inflammatoires non stéroidiens au long cours diminue le risque
d’apparition de la MA (Thomas et al., 2015y ette neuroinflammation est la résultante d’une

hyperactivation astrocytaire et gliale au niveau des plaques amyloides (Heppner et al., 2015).

Le métabolisme du peptide amyloide

Comme évoqué précédemment la MA est caractérisée par la présence au niveau
extracellulaire de plagues séniles dans le tissu cérébral. Ces plaques, aussi appelées plaques

amyloides, sont constituées de I’accumulation d’un peptide appelé peptide amyloidep (Ap).
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Le peptide précurseur de la f amyloide (APP pour amyloid precursor protein), dont la
structure a été décrite en 1987 (Kang et al., 1987), est une protéine membranaire. Il est présent
au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (Schreiner et al., 2015), ou il est clivé
par la B-sécrétase (Vassar et al., 1999). Il est aussi présent sur la membrane cellulaire ou il est
clivé par I’a-sécrétase (Lammich et al., 199Qu’il soit clivé par I’a ou la B-sécrétase, le
peptide sera ensuite clivé par un complexe multi-protéique comprenant la préseéniline, la
nicastrine, Aph-EtPen-2qui forment la y-sécrétase (Claeysen et al., 2012; De Strooper, 2003)

ce qui produira les peptides finadig(re 32.
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Figure32 représentation schématique du clivage de I'AR#p(éls Claeysen et al, 2012)
Dans la voie amyloide, la f-sécrétase clive I’APP et forme le sSAPPS et le peptide c-terminal C99 qui sera ensuite cli
par la y-sécrétase donnant I’AB et ’AICD (APP intracellular domain). Dans la voie non-amyloide, 'a-sécrétase donr
le sAPPo. et C83 qui sera clivé en le peptide P3 et AICD par la y-sécrétase.

Par ailleurs, il existe une voie accessoire de clivage de I!AB# I'action de la -
sécrétase (ou asparagine endopeptidase), I'APP va former un peptide qui constitue un meilleur
substrat pour la BACE, promouvant ainsi le processus amyloidogénique. Il a été rapporté que
I’activité de la 5-sécrétase est plus élevée chez les patients atteints de la MA que chez les sujets
sains (Zhang et al., 2015, 2016).
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Le produit principal du clivage de I'APP par l'a-sécrétase est le SAPPa (soluble amyloid
precursor protein). Ce peptide soluble exerce une activité neuroprotectrice et pro-mnésiante
(Corrigan et al., 2012; Obregon et al., 2012)produit principal du clivage par la B-sécrétase
est le peptide AB. Il est normalement présent en faible quantité (concentration de 1’ordre du
picomolaire) et exerce lui aussi une activité bénéfidigure 33 pour le fonctionnement

synaptique (Morley and Farr, 2012, 2014).

Increase neurite Amyloid-beta
outgrowth and peptide . Incrtasgd cell
dendritic processes (picomoles) ’ survival
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. . .
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Enhance leaming
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Figure 33 effets bénéfiques pour la mémoire du pepiiti faible dose (d'apres Morley et fa
2014)

Une corrélation entre la physiopathologie de la MA et ’expression de I’APP n’a pu étre
démontrée. En effelg taux d’expression de I’APP est le méme dans le cerveau des malades et
dans celui de sujets sains. De méme, I’expression de I’APP est similaire dans des régions
cérébrales présentant une modification physiopathologique liée a la présence de plaques
amyloides comme le cortex frontal ou I’hippocampe, et des régions ne présentant pas de telles

modifications comme le striatum (Goedert, 1987; Higgins et al., 1988).

En revanche, il a été démontré que les mutations du geéne de I’APP au niveau des sites
de clivage vont favorisea Iproduction d’une forme plus toxique du peptide AP conduisant a
une augmentation du rapport AB42/AB40 (De Jonghe et al., 2001). En effet les peptiips
sont différents par leur taille ; ils sont majoritairement représentédss peptides Ap1-40 et
AP1-42 qui contiennent respectivement 40 et 42 acides amindSAPr;42 est trés insoluble

avec un fort pouvoir d’agrégation et de neurotoxicité (Duyckaerts et al., 2009).
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Par ailleurs, les mutations des génes codant pour les présénilines 1 et 2 augmentent aussi
le rapport AB42/AB40. Ainsi on retrouve plus de fragment AB1-42 que de fragments AB1-40
au niveau des plaques amyloides présentes chez les patients atteints de la MA ou dans les

modeles animaux (Jarrett et al., 1993; Klein et al., 1999).

Le peptide AP va s’accumuler au cours de la MA, notammenten raison d’une
diminution de son élimination (Gosselet et al., 2011; Mawuenyega et al., 2010), dont il est lui-
méme en partie responsable en régulant négativement la P-glycoprotéine, un transporteur
impliquée dans son élimination (Park et al.,, 2014). Cette accumulation va provoquer un
changement de conformatioaspeptides A. En effet, les peptides amyloides sont synthétisés
sous leur forme native en « hélice a » et vont changer de conformation pour former des «
feuillets B ». Ce sont ces feuillets qui sont responsables du pouvoir pathogene amyloide. Les
feuillets B s’associent ensuite entre eux pour former des oligomeéres, qui forment a leur tour des
protofibrilles, puis ces protofibrilles s’agrégent pour donner lieu a des fibrilles amyloides et
constituent les plaques amyloides (Huang et al., 2013).

La toxicité du peptide AB (figure 39 passe notamment par I’induction d’une apoptose
neuronale (Yankner et al., 1989; Zheng et al., 2016) qui serait le fait de dysfonctionnement
mitochondriaux (Li et al., 2013) menant a un déséquilibre entre protéine apoptotiques et anti-
apoptotiques (Tan and Kim, 2016)’Ap participe par ailleurs a 1’établissement du stress
oxydant observé dans la MA : il réduit les réserves aidantes de 1’organisme comme le
glutathion (Muller et al., 1997) et augmente le niveau de glutathion sous forme oxydée au
niveau cellulaire (Xing et al., 2013} joue aussi sur I’inflammation des tissus cérébraux par la
voie du Nuclear Factor-Kappa B (Park et al., 20®d)en augmentant 1’expression de la
cyclooxygénase 2 (COX2) et de cytokines inflammatoires ifiterleukines 1 et 6) et le tumor
necrosis factor (TNFa) (Raha et al., 2016).

De plus, @ sait que I’AB est impliqué dans la survenue du déficit synaptique
apparaissant au cours de la MA. En effet, les taux de certaines protéines synaptiques sont
diminués chez les patients atteints de la MA, un déficit également retrouvé dans des modeles
animaux de la pathologie (Patel et al., 2014). En accord avec ces observations, certaines études
rapportent que les effets toxiques des oligomeres AP sur culture cellulaire s’exercent au niveau
des axones terminaux et non au niveau des corps cellulaires, ce qui peut eKppgaiétion

de déficits synaptiques avant la perte neuronale (Buskila et al., 2013; Parikh et al., 2014).
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Figure 34 : effets toxiques du peptide amyleideta
PGP : p-glycoprotéine ; RAGE : récepteur des prisdié glycation avancé ; TLR : récepteur tolHilRRR : récepteur de
reconnaissance des motifs moléculaires ; ROS cespéarives de ['oxygene ; INOS : nitric oxyde synthase inductible

L’hyperphosphorylation de la protéine Tau

La présence de neurofibrilles est le second marqueur de la MA décrit par Alzheimer en
1907. Ces éléments résultent de I’accumulation intra-neuronale de protéines tau et vont

conduire a ce dun appelle la dégénérescence neurofibrillaire (DNF).

La protéine tau est une « microtubule associated protein » (MAP), elle est située
majoritairement au niveau des axones et, a plus faible mesure, dans les dendrites et les corps
cellulaires des neurones. Cette protéine est responsablesdenblage et de la stabilité des
microtubules et va participer au développement des neurones et a la synaptogénese. En
conditions normales la protéine tau est soluble et son niveau de phosphorylation va réguler son
adivité : ainsi un faible niveau de phosphorylation va augmenter la polymérisation des
microtubules.Au cours de la MA, la protéine tau va étre hyperphosphorylée a cause d’un

déséquilibre entre les kinases et les phosphatases.

En effet une suractivation de protéines kinases (dont la Gsk3kinase) et une diminution
de T’activité des phosphatases ont été rapportées (Duyckaerts et al., 2009). Cette
hyperphosphorylation est notamment induite par le peptide Ap (Deng et al., 2015) et va aboutir
a la séparation des protéines tau et des microtubules entrainant une déstabilisation de ceux-ci.
L’augmentation de la concentration de la protéine tau libre favorise son repliement sur elle-
méme et son auto-agrégation pour former les fameuses neurofilfijjles 35 (Hasegawa,

2016; Simi¢ et al., 2016).
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Figure 35 mécanisme de formation des neurofibrilles dedmettau (adapté demic et al,, 2016)
MT : microtubules, PHF : paires de filaments hélicaikl NFT : neurofibrilles de protéine tau

La perte de la fonction stabilisatrice du cytosquelette de la protéine tau, aboutit a la
perturbation du cytosquelette et du transport axonal, au dysfonctionnement synaptique et
ultimement a la neurodégénérescence. Les agrégats de neurofibrilles constituées de protéine tau
hyperphosphorylée seraient une des manifestations tardives de la maladie et contribueraient a
I’aggraver par la simple interaction physique avec d’autres fonctions cellulaires. Plus d’une
cinquantaine de mutations de la protéine tau existent et elles entrainent toutes une perturbation
de sa fonction et la promotion de la formation de neurofibrilles. Ces mutations impliquent ainsi
la protéine tau dans différentes maladies neurodégénératives en plus de la MA (Arendt et al.,
2016).

La place exacte de I’hyperphosphorylation de la protéine tau dans la physiopathologie
de la MA demeure encore incomprise. Grace a 1’étude de modeles animaux et cellulaires, on
sait cependant que la protéine tau agit en synergie avec le peptide AP, chacun favorisant les
effets de I’autre, voire méme son appairiti. Ainsi ’hyperphosphorylation de la protéine tau
aggrave la pathologie amyloide et induit une diminution du taux du peptide sAPPa aux
propriétés neuroprotectrices (Bright et al., 2015). De méme, des souris transgéniques modéles
de pathologie amyloidogéne et exprimant également le gene de la protéine tau humaine (souris
5XFAD x Tg30) développent des neurofibrilles de maniere beaucoup plus prononcée que des
souris exprimant seulement le transgéne de la protéine tau (souris Tg30) (Héraud et al., 2014).
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Il est intéressant de constater qu’au contraire de la progression des plaques amyloides
qui présentent d’importantes variations interindividuelles, la progression des dégénérescences
neurofibrillaires est relativement homogene d’un patient a 1’autre. Elles sont d’abord observées
au niveau du cortex trans-entorhinal situé dans le lobe tempaoial elles envahissent
progressivement le cortex entorhinal et I’hippocampe avant de toucher le néocortex (Braak and
Braak, 1991; Braak et al., @6). Cette progressioriigure 36 Masters et al., 2015) correspond bien
a ’ordre d’apparition des symptomes de la maladie tels que les troubles de la mémoire (atteinte de
“hippocampe), puis les troubles aphaso-apraxo-agnosiques (atteintes des aires multimodales

associatives).

Dégénérescence neurofibrillair

Individu sain Stage | et |l Stage Il et IV Stage V et VI

Figure 36: progression des dégénerescence neurcfibrillaesours de la maladie d'Alzheimer
(d’apreés Masters et al, 2015 et Braak et Braak, 1991)

Altérations ded plasticité synaptique dans la maladie d’Amzheimer et dans ses

modeles expérimentaux

La dérégulation de I’excitabilité a été rapportée comme jouant un role dans la
pathogénese de la maladie et une hyperactivité de I’hippocampe a été observée chez des patients
atteints de déficits cognitifs modérés (mild cognitive impairments, MCI), un des stades précoces
de la MA (Dickerson et al., 2005). De nombreuses études se sont donc penchées sur une

modification éventuelle de plasticité synaptique hippocampique dans cette pathologie.

Des preuves diregt d’une dysfonction de la plasticité dans la MA ont pu étre obtenues
par stimulation magnétique trans-cranienne répétée (rTMS), dans des études menées sur le
cortex moteur: il a été observé que les réponses motrices évoquées diminuaient
progressivement chez des patients alors qu’elles augmentent chez les sujets sains, dénotant une

plasticité LTP-like altérée au cours de la MA (Battaglia et al., 2007; Inghilleri et al., 2006).
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Une autre étude menée en rTMS a démontré 1’existence d’une altération de la plasticité
LTP-like chez des patients atteints déMA sans démontrer d’altération de la plasticité LTD-
like (Koch et al., 2012). En revanche une autre étude a démontré la survenue de déficits suite a

un protocole de stimulation supposé entrainer une plasticité LTD-like (Freitas et al., 2011).

Dans les modeles animaux de la MA, notamment ceux reposant sur 1’injection de
peptide A, de nombreuses études ont démontré une diminution de la LTP (Hartley et al., 1999;
Shankar et al., 2008)insi qu’une augmentation de la LTD associée a une diminution de la

densité d’épines dendritiques dans I’hippocampe.

Il est cependant importadt noter que les effets de I’ AP sont concentration-dépendants
car a faible concentration (pM) ce peptide exerce un effet bénéfique sur la LTP ¢Pakzo
2008, 2011) De fagon intéressante, I’administration de concentration sub-toxiques
d’oligomeéres AP et Tau (un autre marqueur de la maladie dont I’accumulation est toxique)

entraine des altérations de la LTP et de la mémoire (Fa et al., 2016).

Les modeles transgéniques de la MA donnent des résultats moins homogénes et parfois
contradictoires : certaines études rapportent une baisse de la LTP (Saganich et al., 2006;
Trinchese et al., 2004hez la souris APP/PS1 alors que d’autres n‘observent pas d’altérations
chez le méme modéle de souris transgeénique (Fitzjohn et al., 2010; Gureviciene et al., 2004).
De méme, en ce qui concerne la LTD certaines études indiquent un déficit d’induction
(Kuwabara et al., 2014; Song et al., 2014; Temido-Ferreira et al., 2018Jue d’autres ne
rapportent pas de déficit de LTD (Li et al., 2017). Dans un autre modéle transgénique de la MA,
la souris 5xFAD, il a ét¢ démontré une altération de la LTP dans la région CA1 de I’hippocampe
(Crouzin et al., 2013; Hwang et al., 2017; Kimura and Ohno, 2009), dans le gyrus denté (Wu et
al., 2014) et le cortex somatosensoriel (Crouzin et al., 2013). En revanche aucune étude a notre

connaissance ne s’est intéressée a la LTD chez les souris 5xFAD.

Dysfonctionnements des systemes de neurotransmission

Des les années 1970, il a été mis en évidence de séveres déficits du systéme
cholinergique chez les patients atteints de la forme précoce de la MA (Davies and Maloney,
1976; Perry et al., 1977). La corrélation entre le stades clinique de démence et la diminution
des marqueurs cholinergiques, comme la choline acétyltransférase ou la densité de récepteurs
cholinergiques, ainsi que du niveau d’acétylcholine (Bierer et al., 1995; Gsell et al., 2004,
Nordberg, 1992h mené a I’hypothése cholinergique de la MA (Bartus, 2000; Bartus et al.,

1982).
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Des études menées par la suitet @u déterminer qu’un dysfonctionnement
cholinergique est observé aux stades MCI et lIéger de la MA avant une perte progressive de
neurones cholinergiques avec 1’évolution vers les stades pus avancés de la MA (Auld et al.,

2002; Mufson et al., 2007; Picciotto and Zoli, 2002)ujourd’hui, cette hypothése
cholinergique de la MA est remise en cause car il apparait difficile de savoir si les
dysfonctionnements du systérielinergique sont la cause de I’accumulation de peptide A

et de ’hyperphosphorylation de la protéine tau ou si ce sont ces derniers phénomeénes qui

entrainent la dégénération du systéme cholinergique (Tata et al., 2014).

Une altération du systeme glutamatergique a, elle aussi été rapportée. En effet, des
étudespost mortensur des cerveaux de patients atteints de la MA indiquent d’importantes
diminutions d’ARNm codants pour des sous-unités des récepteurs NMDA et des protéines
correspondantes dans des régions comme ’hippocampe (Bi and Sze, 2002; Hynd et al., 2004;
Jacob et al., 2007; Mishizen-Eberz et al., 2004). Des études précliniques démontrent que les
niveaux pathologiques de peptidé Anénent a une augmentation de la concentration de
glutamate dans la fente synaptique par blocage de la recapture (Li et al., 2009sulterun&
désensibilisation des récepteurs NMDA synaptiques et une activation des récepteurs NMDA
extra-synaptiques (Talantova et al., 2013gctivation tonique des récepteurs NMDA qui en
résulte peut a terme entrainer la mort neuronale par un phénoméne appelé excitotoxicité (pour
revue, Esposito et al., 2013). Il a également été montn@gactivation tonique des récepteurs
NMDA extra-synaptiques par le peptid@ £ des niveaux similaires & ceux observées dans le
cerveau de patients atteints de MA) entraine des déficits de plasticité synaptique arleng te
(Li etal., 2011a).

De méme, I’atteinte d’autres systémes de neurotransmissions a été rapportée dans la
MA. Ainsi, il a été rapporté une diminution de la densité des réceptewtar le striatum au
cours de la MA chez des patients présentant des troubles du comportement comme une agitation
ou une agressivité (Tanaka et al., 2003). De facon intéressante, il a été démontré que le
traitement d’un modele de souris transgénique de la MA par la L-DOPA, un précurseur de la
dopamine, diminue chez ce modele des altérations comportementales se rapprochant de celles
observées chez les patients atteints de la MA (Ambrée et al., 2009). De plus ce traitement

rétablit les déficits de mémoire observés chez ces animaux.
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Le systeme noradrénergique est lui aussi perturbé au cours de la MA (Storga et al.,
1996). Dans cette étude les études rapportent une diminution des niveaux de noradrénaline et
une augmentation de la concentration de leur précurseur la tyrosine dans le cerveau de patients
atteints de la MA. En accord avec cette obseruaties études d’imageries ont par la suite
démontré une importante perte neuronale dans le locus coeruleus au cours de la MA (Matthews
et al., 2002; Szot et al., 2006) et une étude longitudinale a permis de mettre en corrélation cette
perte neuronale avec un déclin cognitif (Wilson et al., 2013). De plus, des approches
lésionnelles dans des modéles animaux de la MA ont montré une aggravation de 1’inflammation
et du dépo6t de plaques amyloides chez des souris APP23 (Heneka et al., 2006) et des troubles

de la mémoire olfactive chez des souris APP/PS1 (Rey et al., 2012).

Enfin, en ce qui concerne le systeme sérotoninergique, une diminution de marqueurs de
I’activité sérotoninergique comme le SERT au cours de la MA a été décrite (Smith et al., 2017)
De facon intéressante, cette diminution du SERT chez les patients MCI par rapport aux
individus sains est particulierement marquée dans le cortex et le systeme limbique. Elle est de
plus corrélée a de déficits cognitifs et mnésiqUege étude donne la preuve d’une diminution
de I’activité sérotoninergique pré-synaptique, indiquant que les récepteurs post-synaptiques
sont peut-étre préservés. En accord avec cette observation, une étude a démontré une corrélation
inverse entre la durée de traitement par ISRS (qui permettent d’augmenter les niveaux
synaptiques de la sérotonine) et les niveaux d’Ap dans les cerveaux de patients atteints de la
MA (Cirrito et al., 2011)La méme équipe a par la suite testé I’effet d’un traitement par ISRS
sur les taux d’Ap circulants dans le liquide céphalorachidien de volontaires sain et a rapporté
une diminution de ce paramétre suite a I’expérimentation (Sheline et al., 2014). Des tests
effectués sur des souris APP/PS1 avec du citalopram ont permis de montrer un arrét de la
croissance des plaques amyloides et une diminution de I’apparition de nouvelles plaques
(Sheline et al., 2014)insi qu’une diminution de la concentration du peptide AB dans le liquide
extracellulaire cérébral chez ces souris (Cirrito et al., 2011).

Comme nous I’avons vu, la physiopathologie de la MA est complexe est nous sommes
encore loin d’en comprendre 1’ensemble. Il reste notamment beaucoup de travail a effectuer
pour déterminer les éléments qui ont une implication directe dans le développement de la
pathologie et ceux dont la présence en est une conséquence. On comprend donc que la

découverte de traitements efficaces soit une démarche compliquée et porte peu de fruits.
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[I.  Traitements pharmacologiques de la maladie d’Alzheimer

La MA est un probleme majeur de santé publique. En effet, cette pathologie engendre
des colts considérables pour les collectivités de par la forte dépendance qui lui est associée,
gue les patients soient placés dans des établissements spécialisés ou pris en charge a domicile.

A T’heure actuelle, peu de traitements existent et leur efficacité reste limitée.

1. Traitements actuels

Les traitements disponibles sur le marché se concentrent sur le rétablissement du

fonctionnement normal des systemes cholinergiques et glutamatergiques.

Les inhibiteurs de [’acétylcholinestérase

Le mécanisme d’action de ces molécules, basé sur 1’observation d’une diminution de la
transmission cholinergique au cours de la MA, vise a rétablir une concentration normale
d’acétylcholine dans la fente synaptique en bloquant son élimination par 1’acétylcholinestérase.

Il existe aujourd’hui trois médicaments de cette classe commercialisés en France; ils sont

indiqués dans les stades lIéger a modéré de la MA.

Le donepezil estommercialisé sous le nom d’ARICEPT®. Cette molécule a une action
parasympathomimétique indirecte en inhibant de facon réversible séective

I’acétylcholinestérase.

La rivastigmine est commercialisée sous le nom d’EXELON®. Cette molécule est un peu
moins spécifique, car elle va inhiber 1’acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase de facon

pseudo-irréversible.

Et enfin, on peut citer la galantamine, commercialisée sous rfe deo REMINYL®.
Contrairement aux deux précédents, la galantamine va @sdacie activité inhibitrice sélectif et
réversible de I’acétylcholinestérase, un effet de modulateur allostérique des récepteurs nicotiniques

qui va favoriser la libération prémaptique d’acétylcholine (figure 37 (Farlow, 2003)

Ces molécules partagent des effets secondaires dont les guinsipnt de nature gastro-

intestinale (nausees et diarrhées) et une asthénie.
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Figure 37: mécanisme d'action double de la galantamine
ACh : acétylcholine, AChE : acétylcholinestérase

Les antagonistes des récepteurs NMDA

Cette classe médicamenteuse vise a s’opposer a la toxicité liée a une suractivation des
récepteurs NMDA observée dans la MA. Il n’existe aujourd’hui qu’un seul représentant de cette
classe la mémantine. Elle est commercialisée sous le nom d’EBIXA® et c’est un antagoniste
compétitif des récepteurs NMDA qui est indiqué pour le traitement des formeséeodéséveres
de la MA. Les principaux effets secondaires regroupent asthénigegertéphalées, confusion et
hallucinations.

Les médicaments de ces deux classes n’exercent malheureusement que des effets
symptomatiques et ne permettent dqne de retarder 1’évolution des troubles cognitifs et psycho-
comportementaux associes a la MA (Nourhashémi, 2086) manque d’efficacité a toujours fait
débat et prés des années de controverse il a été décidé de procéder a I’arrét de leur remboursement
au ' Ao(t 2018 (Haute Autorité de Santé, 2016). Ainsi la recherche de nouveauxdrageta la

MA est plus que jamais une nécessité.

106



INTRODUCTION

2. Approches de traitement en développement

Les axes de recherche pour la découverte d'un traitement efficace de la MA s'inspirent
de 5 grandes caractéristiques physiopathologiques de cette pathologie : l'excitotoxicité
glutamatergique, la déficience cholinergique, lI'accumulation extracellulaire de peptitee A
formation de dégénérescences neurofibrillaires de protéine tau intracellulaires et la

neuroinflammationf{gure 38 (Hung and Fu, 2017).

Disease Hallmarks Drugs or Targets

Cholinesterase
inhibitors

Influence on

serotonin transmission
Acetylcholine |

Influence on
histamine transmission

Acetylcholine
response 1

NMDA blockers or
Glutamate 1 — glutamate release
inhibitors

Alzheimer’s disease L
(AD) BACE inhibitors

Amyloid plaques 1t Ap clearance 1
y-Secretase inhibitors

Tau stabilization 1

Neurofibrillary tangles 1 Ta“i:g%riteggi”
p-Tau clearance 1

Neuroinflammation { —— Microignlg‘?:)ggtris:/ation

Figure 38 Classification des différents typessablécules et cibles par marqueur physiopathologique (d’aprés Hung et Fu, 2017)
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Déficience en acétylcholine

Les inhibiteurs de l'acétylcholinestérase, ont déja fait la preuve d'une efficacité limitée
et les recherches dans cette direction ont cessé.

Il est connu que le blocage dedH%sR peut entrainer une libération d'acétylcholine
(Riemer et al., 2003)es récepteurs constituent donc une cible thérapeutique pour rétablir la
transmission cholinergique diminuée dans la MA. L'idalopirdine, un antagonisteHiBfRb-

a montré un profil intéressant, mais a échoué dans plusieurs essais cliniques récents de phase
[Il & prouver une efficacitéupéricure a celle d’un placebo (Atri et al., 2018)C’est le cas aussi

de l'intepirdine, un autre antagoniste dd$TwR, qui a récemment échoué lors de test de phase

[l (Khoury et al., 2018)La modulation du systeme sérotoninergique reste cependant une piste
thérapeutique d’actualité. En effet, les 5-HT4R sont eux aussi capables d’augmenter la libération
d’acétylcholine (Consolo et al., 1994 leur activation semble de plus & méme d’impacter la
physiopathologie de la MfRobert et al., 2001) eur intérét en tant que cible potentielle pour

le traitement de la MA sera développé dans un chapitre ultérieur.

Dans la méme optique, le blocage des récepteygrpeadt favoriser la libération
d'acétylcholine. De nombreux antagonistedets que ABT-288 et GSK239512 ont donc fait
I'objet d'essais cliniques mais aucun n'a donné de résultats satigtdaigret al., 2014; Kubo
et al., 2015)

Enfin, I’activation des récepteurs nicotiniques a7 est une autre piste intéressante. En
effet ces récepteurs sont impliqués dans des fonctions cognitives comme la mémoire, la capacité
a calculer ou le jugemefiRusso et al., 2014Pe plus, ces récepteurs peuvent lier le peptide
AP et participer a son ¢élimination par autophagie (Hung et al., 2009, 2015) 'encenicline, un
agoniste partiel sélectif des récepteurs nicotiniques a7, a atteint les essais cliniques de phase III
(NCT01969123 et NCT01969136) ma&isFDA a stoppé son développement a cause d’effets

indésirables importants.

Excitotoxicité glutamatergique

Le riluzole, un blogueur des canaux sodiques, utilisé dans le traitement de la sclérose
latérale amyotrophique est capable de diminuer la concentration de glutamate extracellulaire
(Wang et al., 2004). Il réduit la libération de glutamate et favorise sa recapture (Fuetagalli
al., 2008; Grant et al., 2010).
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De plus il a démontré un effet bénéfique sur un modele de souris transgénique de
tauopathie : il bloque la diminution de I'expression la PSD 95, diminue la concentration de tau
et sa phosphorylation (Hunsberger et al., 2015). Le riluzole est actuellement en essai clinique

de phase Il en association avec le donépézil (NCT01703117

Surcharge amyloide

La B-sécrétase étant responsable de la production de peptide A, elle constitue une cible
toute trouvée pour dimiter I'accumulation. La premiére génération d'inhibiteurs de B-sécrétase
a échoué a cause d'une faible biodisponibilité, la seconde a cause d'une toxicj@ddpati
revanche des molécules de troisieme génération comme le lanabecestat (NCT02783573),
l'atabecestat (NCT02569398) ou l'elenbecestat (NCT02956486) sont actuellement en essai de
phase Ill.

La y-sécrétase intervenant elle aussi dans la production du peptide A elle constitue de
méme une cible thérapeutique intéressante et, la encore, de nombreuses molécules ont vu le
jour. Malheureusement, le semagascestat a été arrété en phase Il car il aggravait les symptémes
de la maladie et 'avagacestat a été stoppé pour effets indésirables graves. En revanche le NIC5-
15 ou pinitol a terminé une étude de phase Il mais les résultats en sont encore inconnus
(NCT0192842).

Des molécules visant a augmenter la clairance du peptide AP sont également en cours
de développement. Il s'agit essentiellement d'anticorps dont 1’objectif et de favoriser la
solubilisation du peptide AP en vue de la phagocytose par la microglie. L'immunothérapie
active vise a produire un vaccin et malgré un certain nombre d'échecs, CAD106 est aujourd'hui
un candidat prometteur. Cette stratégie vaccinatoire est en cours d’essai clinique de phase II/I11
dont la fin est prévue en 2024 (NCT02565511). L'immunothérapie passive consiste en
administration d'anticorps est de nombreux anticorps sont aujourd’hui en cours d'essais
cliniques. Parmi les plus prometteurs qui subissent actuellement plusieurs essais de phase llI
on peut citer le crenezumab (NCT03491150, NCT03114657 et NCT02670083), le
gantenerumab (NCT02051608 et NCT01900665) et l'aducanumab (NCT02477800 et
NCT02484547).
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La dégénérescence neurofibrillaire

La premiére stratégie envisagée repose sur l'utilisation de stabilisateurs des microtubules
et elle a déja éteé fait la preuve de la validité du concept (Butler et al., 2007). Cependaat, aucun
molécule n'a dépassé la phase | et il reste a I'heure actuelle un seul candidas efessai
clinique, TPI1287 (NCT01966666

Il a aussi été tenté d'inhiber la formation des neurofibrilles responsables de la mort
cellulaire en usant d'inhibiteurs de 1’agrégation de la protéine tau, des dérivés de bleu de
méthyléne. Le Trx023st un inhibiteur d’agrégation de la protéine tau de seconde génération
et malgré une absence d'efficacité démontrée par certains essais de phaseadljoued'hui
encore étudié dans un autre essai de phase Il (NCT03446001

Dans cet axe de recherche aussi I'immunothérapie active est explorée pour favoriser
I'élimination de la protéine tau. L'un des vaccins testés est aujourd'hui en phe&Bvac-1
(NCT02579252

Neuroinflammation

La neuroinflammation est associée a I'hyperactivation microgliale et les études
précliniques indiquent une forte corrélation entre ce phénomene et I'évolution des plaques
amyloides et des symptémes de la MA. Un inhibiteur d'activation microgliale, I'Azeliragon a
atteint la phase Ill mais n'a pas présenté d'effets satisfaisants. De méme le flurizan et

I'ibuprofene, deux anti-inflammatoires, n'ont pas présenté une efficacité suffisante.

Toutes catégories confondues, plus de 200 composés ont ainsi atteint la phase Il des
essais cliniques depuis 2003 mais aucun nouveau traitement n'a été autorisé dans cette période.
La plupart des candidats prometteurs a la sortie de la phase Il échouent en phase Il souvent a
cause de sérieux effets indésirables ou d'un manque d'efficacité. La recherche clinique est
aujourd'hui compliquée par le manque de critere diagnostique clair, validé et de marqueur

biologique pour le suivi et I'évaluation de I’efficacité.
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. Intérét des récepteursHbl 4 dans leraitement de la maladie d’ Alzheimer

Comme évoqué précédemment, le systeme sérotoninergique est affecté au cours de la
MA ce qui en fait une voie de recherche intéressante pour développer des traitements contre la
MA. L’utilisation d’antagonistes des 5-HTsR dans cette optique a déja été discutée et a fait
I’objet d’un certain nombre d’essais cliniques qui, bien que prometteurs’ont pas porté leurs

fruits. Nous allons maintenant parler de I’intérét des 5-HT4R dans ce contexte.

1. Devenir des récepteurs 5-HT4 au cours ddAa

Une comparaisopost-mortenentre des patients atteints de la MA et des individus sains
a permis de mettre en évidence une réduction considérable de la densit€TdRsc&rébraux
notamment dans des régions clés pour la mémoire épisodique et pour les fonctions exécutives.
En effet, la densité de 3T4R est diminuée de fagon significative dans I’hippocampe (prés de
70%) et dans le cortex frontal (30%) et une tendance non significative a la diminution (pourtant

de 30% aussi) est observée au niveau du cortex temporal (Reynolds et al., 1995).

Par ailleurs, il semble que le systéme sérotoninergique est perturbé dés le stade MCI
Ainsi, il a été rapporté par une étude d’imagerie en TEP une baisse d’un marqueur des neurones
sérotoninergiques, SERT, notamment au niveau de I’hippocampe et du cortex (Smith et al.,
2017). Cette diminution de SERT indique une perte de neurones sérotoninergiques et il apparait
donc intéressant, pour rétablir un semblant de transmission sérotoninergique normale chez les
patients MCI ou atteints de la MAl’agir directement sur les récepteurs de la sérotonine
présents au niveau post-synaptique, notamment par le biaisHiEfR5Une autre étude en
TEP a, par allleurs, révélé que la densité d¢TR est corrélée positivement a la charge en
peptide A8 et négativement aux performances cognitives au début de la MA (Madsen et al.,
2011). Les auteurs de cette étude rapportent une régulation a la hauss€Tdesobservable
du stade préclinique au stade MCI et suggerent que cette modification serait une réaction
compensatoire suite a la diminution de la transmission sérotoninergique et/ou une réponse de
I’organisme visant a contrer 1’accumulation du peptide AP et & améliorer les fonctions

cognitives.

111



INTRODUCTION

2. Effets del’activation des récepteurs 5-HTdans la maladie d’Alzheimer
Etudes précliniques dans les modéles expérimentaux de la MA

Rappelons ici que, dans les conditions physiologiques, lBRB-sont exprimés plus
densément dans des zonesoaigss aux processus de mémoire et d’apprentissage, comme
I’hippocampe, les ganglions de la base, le cortex et I’amygdale (Marner et al., 2010; Reynolds
et al., 1995; Varnas et al., 2003). Rappelons également quéllegasont a méme de moduler
la libération d’autres neurotransmetteurs. Ainsi, il a été rapgté que 1’activation des 5-HT4R
entraine la libération d’acétylcholine au niveau du cortex (Consolo et al., 1994; Yamaguchi et
al., 1997)et de I’hippocampe (Matsumoto et al., 2001; Mohler et al., 2007). De méme,
I’activation de ces récepteurs augmente la libération de dopamine (Barnes and Sharp, 1999;
Steward et al., 1996). Or, on sait que les transmissions cholinergique et dopaminergique sont
diminuées dans la MA. Enfin, comme précédemment jétiitivation des SHT4R influe
positivement sur les fonctions mnésiques et la plasticité synaptique, processus largement altérés
dans la MA.

Outre ces arguments indirects issus d’expériences réalisées en conditions
physiologiques, des études menées dans des modeles expérindentadtA ont permis de
mettre en évidence des effets positifs de la stimulation #€8B- De facon intéressante, il a
été rapporté a la fois des effets sur la symptomatologie de ces modéles de la MA et sur sa
physiopathologie. Une étude mengevitro sur des cellules CHO (Chinese hamster ovary) et
sur des cellules humaines de neuroblastome (IMR@2montré un effet de la stimulation des
5-HT4R sur le métabolisme de I’APP (Lezoualc’h and Robert, 2003; Robert et al., 2001). Les
auteurs rapportent qu’un agoniste de ces récepteurs, le prucalopride, est capable de favoriser la
sécrétion du peptide sABRt que cet effet s’exerce par I’activation de 1’adénylate cyclase,
mais indépendamment de la PKA. Une étude ultérieure a pu faire le lien entre 1’activation 5-

HT4R et I’activation de I’a-sécrétase : la protéine Rac est activée par Rapl elle-méme activée
pa Epacl a la suite de I’augmentation en AMPc (Maillet et al., 2003)A contrarig une autre
étude n’a pas retrouvé I’implication de I’AMPc dans ces effets mais plutdt une action de SRC,

de la PLC et de la caséine kinase 2 (CKigufe 39 Pimenova et al., 2014).
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Figure 39 représentation schématique des voies de transdusttpposées menant de l'activation des 5-+
a l'activation de ti-sécrétase (d'apres Pimenova et al, 2014)

De plus, il a par la suite été démontré que |eITaR promeut la voie non-
amyloidogénique de maniéere constitutive par une interaction physiquel’avsécrétase
ADAM10 (Cochet et al., 2013). En addition a ces effets observés sur la production de sAPP
une étude menée sur des cultures cellulaires de neurones provenant de souris transgéniques
TG2576 exprimant I’APP humain a démontré que le RS67333 peut inhiber la production de
peptide A et augmenter de fagon dose-dépendante la survie neuronale (Cho and Hu, 2007).

Cette régulation wimétabolisme de I’APP a pu étre retrouvée par des études in vivo.
Ainsi, dans un modéle animal de la MA (souris APP/PB4idministration chronique d’un
agoniste des BtT4R a entrainé une diminution de la production de peptifilsdduble et
insoluble, ainsi qu’une baisse de 1’expression de I’APP et de la B-sécrétase (Tesseur et al.,
2013). En revanche, aucune augmentation du sAPPété retrouvée dans cette étude, au

contraire d’une autre étude menée sur la méme souche (Hashimoto et al., 2012).
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Enfin, plusieurs études menéasvivo sur un autre modeéle de la MA (souris 5XxFAD)
ont, elles aussi, rapporté une modification du métabolisme de I’APP suite a la stimulation des
5-HT4R. Dans la premiere étude (Giannoni et al., 2013), les auteurs rapppriemntraitement
chronique (2 ou 3 mois) par un agoniste dd4TaR, le RS67333 (1mg/kg), entraine une
réduction des plagues amyloidiaas 1I’hippocampe et dans les cortex frontal et enthorinal ainsi
qu’une diminution des niveaux de peptidp goluble et insoluble. De plus, ils rapportent que
le traitement durant 3 mois permet aussi de diminuer 1’astrogliose et la microgliose. Enfin, ils
confirment que ces actions sont bien médiées par I’activation des 5-HT4R car le RS39604, un
antagoniste de ces récepteurs, administré lui aussi en chronique blogue les améliorations
provoquées par le RS67333 seul. Par ailleurs, ils confirment qu’une injection ponctuelle de
RS67333 augmente les niveaux de sAPPa a la fois in vitro (dans des cultures cellulaires COS-

7) etin vivo (dans I’hippocampe et le cortex frontal de souris SXFAD).

Dans une seconde étude (Baranger et al., 2017), les auteurs rapportent une diminution
des plagues dans le cortex enthorinal suite a un traitement chronique de 2 et 4 mois par le
RS67333 (1mg/kg) ainsi qu’une diminution des médiateurs de I’inflammation et de la réactivité
microgliale dans cette méme région. Les auteurs rapportent de plus une diminution de 70% de
la quantité de peptidepAdans le cortex enthorinal chez les souris traitées pendant 4 mois par
rapport aux souris non traitées, emanche aucun effet sur ce parametre n’est observé apres

seulement 2 mois de traitement.

Le symptdbme principal observé dans la MA est une amnésie qui va toucher
progressivement difféerentes mémoires. De facon intéressante, desréitidemenées sur &
souris 5XFAD ont rapporté des effet anti-amnésiant de la stimulation ld&sR5-Ainsi, il a
été deécrit que chez ces souris guésentent des déficits dans une tdche d’apprentissage
associatif (labyrinthe olfactif en tubajn effet bénéfique d’une administration chronique (4
mois) dun agoniste des 5-HT4R, le RS67333 (Baranger et al., 2017). De méme, une autre étude
réalisée chez la méme souchkealiris a démontré que 1’administration de RS67333 pendant 2
mois suffit a rétablir des performances de mémoire normales dans le test de reconnaissance de

nouvel objet (Giannoni et al., 2013).
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Essais cliniques

Tous les éléments exposés précédemment laissent a penser que l’activation des
récepteurs 5-HT4 est une stratégie thérapeutique des plus intéressantes pour le traitement de la
MA. Il apparait cependant que les choses ne soient pas aussi simples. En effet, un seul agoniste
des récepteurs 5-HT4 a été testé dans des essais cliniques portant sue la MA a notre
connaissance : le PRX-03140. Cet agoniste a pradestellents résultats au cours d’une
courte étude de phase lla : en effet en seulement deux semaines le traitement par monothérapie
a entrainé une amélioration de 5.7 points sur 1’échelle ADAS-cog (Alzheimer’s Disease
Assessment Scale cognitive subscale), comparé a une diminution de 0.2 points chez les sujets
ayant recu un placebo. Ces résultats trés encourageants ont motivé le lancement de deux études
de phase IIb mais elles ont été stoppées en cours et nous n’avons pas plus d’information a ce

sujeta I’heure actuelle.
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Objectifs

Du fait de I’allongement de I’espérance de vie, les pathologies associées au
vieillissement deviennent une préoccupation majeure en santé publique. Ainsi, la prévalence de
la maladie d’Alzheimer (MA) ne cese d’augmenter : cette pathologie affeetait pres de 50
millions de personnes dans le monde en 2015, ce qui en fait la premiére cause de démence et
de dépendance de la personne ageée. Il en résulte un colt sociétal et familial trés imgortant. D
plus, les traitements actuels ne permettent pas de soigner la maladie mais peuvent au mieux
retarder sa progression. Ce manque d’efficacité a d’ailleurs mené au déremboursement de ses
traitements en France. Il en résulte une nécessité urgente de développer de noltesaexttra
efficaces, non seulement pour soulager les symptédmes de la maladie, mais également pour

stopper sa progression.

Dans ce contexte, un sous-type de récepteurs a la sérotoniné]TeR Semblent étre
une cible thérapeutique des plus intéressante. En effet, ces récepteurs sont présents a une forte
densité dans des zones cérébrales critiques pour les fonctions d’apprentissage et de mémoire
telles que I’hippocampe ou 1’amygdale. Or I’un des symptomes majeurs de la MA constitue en
une atteinte des fonctions cognitives et, en particulier de la mémoire épisodique, supportée
notamment pat’hippocampe. De fagon intéressante, 1’expression des 5-HT4R est augmenté
dans les stades précoces de la MbAjui devrait d’autant augmenter 1’efficacité d’une stratégie
visant a les activer. Par ailleurs, 1’activation des 5-HT4R facilite la libération d’acétylcholine,
ce qui peut permettre de contrebalancer la diminution de I’activité¢ du systeéme cholinergique
observée dans la MA. Enfin, il a ét¢ démontré que 1’activation de ces récepteurs influe sur le
métabolisme du peptide AP, diminuant la production de ce dernier en faveur du peptide sAPPa
aux propriétés neuroprotectrices et pro-mnésiantes. Compte tenu de ces caractéristiques
prometteuses destbTsR, de nombreuses études comportementales se sont penchées sur les
effets de la stimulation ou du blocage de$iBR sur les performances de mémoire
hippocampique. Dans I’ensemble, il en ressort que I’activation de ces récepteurs serait favorable
aux processus d’apprentissage et de mémoire et que leur blocage exercerait 1’effet opposé.
Ainsi, chez des animaux sains, il a pu étre observé une amélioration des performances de
mémoire (dans de nombreux types de mémoire, comme la mémoire spatiale de référence, la
mémoire spatial de travail ou la mémoire de reconnaissance) suite a l’administration

d’agonistes des 5-HT4R, dénotant un effet pro-mnésiant de ces molécules.
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De méme, dans des conditions de déficits mnésiques (chez des animaux agés ou ayant
subi une injection de produimnésiant ou encore dans des modeles de la MA), I’administration
d’agonistes des 5-HT4sR permet de contrebalancer les déficits et entraine donc un effet anti-

amnésiant.

Comme nous 1’avons évoqué précédemment, la MA est une affection multifactorielle a
la physiopathologie complexe. Ceci explique la grande difficulté a trouver des thérapies
efficaces, tant pour réduire les symptéomes de la maladie que pour en stopper la progression. En
accord avec ces observations, de nombreuses études pointent vers la nécessité de combiner une
action sur plusieurs cibles thérapeutiques pour obtenir une efficacité dans le traitement de la
MA. Le premier objectif de mes travaux de thése a consister a étudier 1’intérét d’une stratégie
thérapeutique combinée, associant un inéibid’acétylcholine estérase a un agoniste des 5-
HT4R. L’efficacité de cette association a ainsi été testé in vivo, via différents tests
comportementaux, dans un modele murin d’amnésie induite pharmacologiquement (injection

de scopolamine).

Si les effetsle la modulation de ’activité des 5-HT4R sur la mémoire semblent clairs
au regard des données comportementales disponibles, ses effets sur la plasticité synaptique le
sont beaucoup moins. En effet, relativement peu d’études ont été menées sur le sujet et leurs
résultats sont quelgue peu contradictoire. Ainsi, sur les 2 seules études menées au sein de la
région CA1, I’une indique une augmentation de la LTP par I’activation des 5-HT4R, tandis que
’autre ne démontre pas d’effet de la stimulation des 5-HT4R sur la LTP. Le deuxieme objectif
de mes travaux a ainsi ét¢ de mieux comprendre les effets d’'une modulation des récepteurs 5-
HT4 sur la plasticité synaptique hippocampique au niveau du champ CALl. Cette étude a été
réalisé dans un modeéle réductionnige vivo chez la souris saine, compte tenu de
I’hétérogénéité des résultats de littérature décrits précédemment obtenus in vivo. En effet, le
modele de la coupe transverse d’hippocampe que nous utilisons fait abstraction des influences
exercées par d’autres régions cérébrales. Cependant, ce modele permet un contrdle total des
conditions d’enregistrement. Ces deux particularités font défaut aux modeles in vivo et il est
possible qu’elles soient en partie responsables des résultats parfois contradictoires rencontrés
dans la littérature. De plus, nous utiliserons différents protocoles d’induction de la plasticité
mettant en jeu des propriétés de réseau différentes pour essayer de déterminer les mécanismes

par lesquels les BFT4R exercent une régulation sur la plasticité synaptique.
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Le troisiéme objectif de ma thése a consisté en I’étude des effets d’une modulation des
5-HT4R sur la plasticit¢ hippocampique dans un modéle murin d’amyloidogenése (souris
5xXFAD). En effet, plusieurs études comportementales menées dans ce modele murin ont
démontré les effets bénéfiques sur les performances de mémoire de 1’administration d’un
agoniste des récepteurs S#RT Compte tenu du lien fort entre plasticité synaptique et mémoire,
il apparait en effet intéressant d’une part de mieux caractériser les potentiels dysfonctionnement
de plasticité hippocampique dans ce modéle murin transgénique ; mais également d’étudier

I’effet d’une modulation des 5-HT4R sur ces processus électrophysiologiques.
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Méthodologie générale

.  Animaux

Les études ont été réalisées avec des souris NMRI (Naval Medical Research Institute)
males jeunes adultes (Agées de 10 a 12 semaines), des souris C57/BL6 males adultes (agées de
9 a 10 mois) et des souris transgéniques de la souche 5XxFAD males de méme age que les C57
élevées au CURB (Centre Universitaire de Ressources Biologiques, Université de Caen
Normandie). Les animaux sont hébergés par groupes de 8 individus dans des cages standard
(polycarbonate, 37x21x19 cm3) dont la litiere @snposée de sciure et dans lesquelles 1’ecau
et la nourriture sont disponiblasl libitum au sein d’une animalerie en cycle inversé (lumiere
de 20h00 a 8h00fia de pouvoir réaliser les expériences pendant la phase d’activité des souris
(phase nocturne du cycle nycthémgdint la température est maintenue a 21+2°C et ou le
pourentage d’humidité est de 55+10%. Avant toute manipulation, les souris disposent d’une
semaine d’adaptation a leur milieu aprés leur transfert du CURB vers I’animalerie du

laboratoire.

Toutes les expériences ont été réalisées en conformité avec la directive du Conseil de
I’Union Européenne et approuvées par le Comit¢ d’Ethigue NOrmandie en Matiere
d’EXpérimentation Animale (CENOMEXA).

[I. Traitements pharmacologigues

Pour étudier les effets de la stimulation de4TaR, 1’agoniste RS67333 a été choisi.
Cet agoniste partiel a été utilisg vivoa trois concentrations (0.1, 11€uM). Pour étudier les
effets du blocage desH¥sR, un antagoniste de ces récepteurs, le RS39604, a étéanilisé
vivo, lui aussi a trois concentrations (0.01, 0.1e\). Ces deux molécules ont été choisies sur
la base de leur propriétés pharmacocinétiques (bonne sélectivité, haute affinité) et en raison de
leur fréquente utilisation dans la littérature. Les doses testées ont été sélectionnées vis-a-vis de
I’affinité de ces molécules pour les 5-HT4R. La bicuculline a la concentration deuM et le
CGP3845 ala concentration de 1uM ont été utilisés pour bloquer respectivement les récepteurs
GABA; et les récepteurs GABAL antagoniste des récepteurs non-NMDA, le NBQX, a été
utilisé a la concentration d&®uM pour les mesures de patch-clamp et pour la mesure des
réponses NMDA. Enfin, ’APV a été utilisé a la concentration de 50uM pour bloquer les
récepteurs NMDA dans les mesures de patch-clamp.
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Pour ce qui concerne les étudesivo, le RS67333, agoniste partiale dedBsR, a été
utilisé a quatre doses (0.25, 0.5, 1 et 2mg/kg) et la galantamine, un inhibiteur de
I’acétylcholinestérase, a été employé a trois doses (0.3, 1 et 3mg/kg). Pour provoquer des
déficits de mémoire, un antagoniste des récepteurs muscarinique, la scopolamine, a été

administrée a la dose de 1mg/kg.

L’ensemble des produits utilisés ont été dissous dans de 1’eau distillée a I’exception du
RS39604 et du CGP55845 qui ont été dissous dans le DO’ étre ajoutés dans 1’aCSF
a la concentration idoine. Pour les mesures impliquant ces deux produits, du DMSO était ajouté
dans le milieu contréle a la concentration adéquate (0.2% et 0.1% pour le RS39604 et el
CGP55845 respectivement) pour éliminer tout effet du solvant. Le RS67333, le RS39604, le
NBQX et ’APV proviennent de Tocris Bioscience$ et les autres produits proviennent de

Sigma-Aldricl?.

[l. Tests comportementaux

Aprés arrivée des souris dans notre animalerie, un délai de 2 semaines a été
systématiquement respecté avant tout test comportemental pour que les animaux puissent se
remettre dwhangement d’environnement. Les souris ont été manipulées réguli¢rement afin de
les habituer au contact du manipulateur et avant chaque test une phase d’habituation a la piece
de trente minutes a été respectée. Toutes les expérimentations ont été effectuées en aveugle
(I’expérimentateur et la personne injectant les souris n’étant pas la méme personne) et sur des
groupes d’animaux randomisés. Nous avons sélectionné ces deux tests en particulier car la
mémoire de travail (étudiée par I’alternance spontanée) et la mémoire de référence (étudiée par
I’évitement passif) sont deux types de mémoire requérant une élévation de Dactivité
cholinergique ce qui les rends particuliérement sensibles a 1’effet de la scopolamine (Micheau

and Marighetto, 2011).

1. Test de I’alternance spontanée

Les performances en mémoire de travail spatiale ont été étudiées en enregistrant le
comportement d’alternance spontanée dans un labyrinthe en Y (Anisman, 1975b). Le labyrinthe
est constitué de trois bras de taille équivalente (22 x 6.5 x3L@amplastique gris foncéigure
40).
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Figure40: photographie et représentation schématique blyrilathe en Y

Au début de chaque tedf souris est placée a I’extrémité d’un bras et laissée en
exploration libre pendant 5 minutés nombre et la séquence d’entrées dans les différents bras
est enregistré, un comportemnd’alternance étant défini par 1’entrée successive dans les trois
bras. Le pourcentage d’alternance est calculé pour fournir un index de mémoire par la formule
suivante: (nombre d’alternances/nombre théorique maximal d’alternances) x 100. Les souris

effectuant moins de cinq entrées dans un bras ont été retirées de 1’étude.

2. Test de I’évitement passif

Dans ce test, nous avons utilisé une boite d’évitement passif (Letica® LE 872) divisée
en deux compartiments : un grand compartiment blanc et é@airé 21 x 38n°) et un petit
compartiment noir et sombre (7.3 x 7.5 xii¥) avec une grille au sol. Une porte en guillotine

sépare les deux compartimerfigire 47).

Au cours de la premiére session, chaque souris est placée dans le compartiment blanc et
des guelle pénétre dans le compartiment sombre (la latence maximale fixée a 50s), la porte est
refermée et elle subit un choc électrique (0.4mA, 2s) auquel elle ne peut se soustraire. La
réponse au choc des souris est vérifiée par I’observation de sauts et de vocalisations. Une
seconde session est réalisée 24 heures apres pour tester la rétention. Chaque souris est a nouveau
placée dans le compartiment blanc. Le temps mis par la souris pour entrer dans le compartiment

sombre est mesuré (latence maximale fix@@0a) et aucun choc n’est délivré.
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Figure41: photographie de la boite d'évitement passif

IV. Electrophysiologieextracellulaire

Les mesures d’¢électrophysiologie ont été réalisées suivant le protocole décrit par le Dr.
Jean-Marie Billard (Billard, 2010; Billard and Rouaud, 2007).

1. Préparation des coupes d’hippocampe

Apres anesthésie rapide par isoflurane a 5% dans un mélaitg®©@30/70), les souris
sont euthanasiées par €élongation cervicale puis décapitées, a raison d’une souris par jour
d’enregistrement. Le cerveau est ensuite extrait de la boite cranienne est déposé dans du liquide
céphalorachidien artificiel (aCSF) a 0°C pour stopper les réactions biochimiques consécutives
a la mort de I’animal. L hippocampe de chaque hémisphére est ensuite récupéré avand’étre
coupé en tranches de 4@0|d’épaisseur suivant un plan transversal a 1’aide d’un tissue chopper
de Mc llwair®. Enfin, les tranches obtenues sont déposées dans de 1’aCSF dont la température
est maintenue a 28°C, I’ensemble de la procédure ne prend pas plus de 10 minutes. Avant toute
mesure électrophysiologique, les tranches sont laissées en récupération dans ce milieu pendant

45 minutes minimum. A la fin de la journée les tranches non utilisées sont jetées.

L’aCSF est préparé de fagon extemporanée a partir d’une solution mere (x10) conservée
a 4°C dont la composition est la suivante : NaCL 124mM, KCL 3.5mM, MgsSamM,
NaHPQ; 1.2mM et CaG 2.5mM. Apres dilution au dixieme de la solution mere, du glucose
et du bicarbonate de sodium sont ajoutés pour atteindre les concentrations suivantes : 11 et 26.2
mM respectivement. L’aCSF est équilibré a un pH de 7.4 (£0.05) par bullage de carbogéne
(95% O et 5% CQ) et son osmolarité est de 300mosM.
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2. Enregistrements des potentiels de champs

Apres lapériode de récupération, les tranches d’hippocampe sont placées dans la cuve
de mesure de 1.5cm de diamétre sur 1.2cm de hautiul) (entre deux filets (I’'un a petite
mailles audessous et ’autre a grosses mailles au-dessus pour la stabilisdigure 42, droite)
La cuve de mesure est située sur le plateau d’un microscope binoculaire (Modéle SZ30,
Olympug®) et deux micromanipulateurs (WRMM301R pour I’électrode de stimulation et
DC3001L pour I’électrode d’enregistrement) placés de chaque coté du microscdjggrie 42,
gauch@. L’ensemble de ces éléments est installé sur une table a coussin d’air et la cuve est
alimentée en aCSF par 2 pompes (Modele 77122-14, Mas@)feexuin débit de 1ml/mn a
partir d’un bécher de 60ml d’aCSF.

Figure42 placement des éleades autour de la cuve d’enregistrement (gauche) et
vue de la coupe transverse d'hippocampe dansdedienregistrement (droite)

Les enregistrements sont obtenus au moyen de microélectrodes de borosBibEE (
PHYMEP réf : GC-150F-10)btenues au moyen d’une étireuse de capillaires (Narishige®,
PB7; figure 43 et remplie de NaCl 2M placée au niveau de la partie médatretum
radiatum) de I’arbre dendritique des cellules pyramidales de 1’aire CA1 (figure 42, droitd. Les
potentiels post-synaptiques excitateurs (fEPSP) de champ sont provoqués par stimulation

électrique des fibres afférentes (collatérale de Schaeffer).
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Figure43 étireuse de capillaire (Narishige, PB7)

Les stimuli sont appliqués &a les deux pdles d’une électrode en acier bipolaire
(PHYMEP®, réf: UESMGESEKNNM)dont 1’un des péles est dans la tranche tandis que 1’autre

est situé juste adessus dans le bain d’aCSF.

Les expérimentations sont pilotées par ordinateur, au moyen du logiciel
WiInLTP® (Anderson and Collingridge, 2001)ne carte d’interface permet de transmettre les
instructions envoyées par ’ordinateur au poste d’¢lectrophysiologie qui est constitué des
éléments suivants :

- une boite de stimulation (Modéle DS2, Digitimer L&), elle produit les stimuli et

permet le réglage de I’intensité

- D’électrode d’enregistrement raccordée a la téte de mesure (Modéle Ext02-B,
NPlelectronic®), qui va récupérer le signal électrique au niveau post-synaptique

- un systeme d’acquisition (Mode¢le Ext02-B, NPlelectronic®), qui filtre et amplifie le
signal récupéré par 1’électrode d’enregistrement

- un systeme de filtrage et d’amplification supplémentaire (Modele AMS02,
Tektronix®)

- un humbug (Questscientif) qui permet de supprimer les signaux a 50Hz produits
par les appareils électriques proches
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3. Protocoles de stimulation

Dans I’ensemble des protocoles détaillés ci-aprés, chaque point de mesure enregistré est
obtenu par la moyenne de trois réponses enregistrées a 10 selondealle (soit une valeur
enregistrée toutes les 30 secondesrsqu’un ligand pharmacologique est utilisé, il est ajouté
directement dans le milieu de mesure a la concentration désirée. De plus, un intervalle de 15
minutes est systématiquement respecté entre 1’ajout du ligand et le début des mesures pour

laisser & celui-ci le temps de diffuser dans les tissus et de faire effet.
Etude de la transmission synaptique basale ou AMPA

L’efficacité de la transmission synaptique basale a été¢ déterminée par des stimulations
d’intensité constante et croissante (0.6 a 1.2mA). Les stimulations électriques induisent une
dépolarsation membranaire, se traduisant par la production d’un fEPSP. En amont de ce
potentiel de champ apparait une petite déflexion négative appelée volée afférente (VA),
proportionnelle a la quantité de fibres stimulées. Des courbes 1/O (Input/Output) peuvent alors
étre réalisées. Elles représentent pour une intensité donnée (en mA), le rapport entre la pente du
PPSE (exprimée en mV/ms) et la pente de la VA (exprime&/gns) ce rapport donne un
indice d’efficacité¢ de la transmission synaptique. Ces courbes I/O permettent d’évaluer la

transmission glutamatergique de base, médiée par les récepteurs AMPA.
Etude de la transmission synaptique NMDA

La mesure de la transmission NMDA va suivre le méme protocole que pour la mesure
de la transmission AMPA a quelques exceptions pres. En premier lieu les mesures vont étre
effectuées dans un aCSF fortement appauvri € [@gLmM) afin de lever le blocage que ces
ions exercent sur les récepteurs NMDA en condition normale. Ensuite du NBQX est ajouté au
milieu a une concentration de 10uM pour bloquer les récepteurs AMPA et ainsi isoler la réponse

des récepteurs NMDA. La gamme d’intensité étudiée va de 0.3 a 0.5mA.
Etude de la plasticité synaptique

Une forme transitoire de plasticité synaptique, la Pulse Paired Facili@@é, et deux

formes de plasticité synaptique durables ont été étudiées, la LTP et la LTD.
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La PPF est une potentialisation de la transmission synaptique qui se produit lorsque
deux stimulations sont appliquées successivement dans un tres court laps de temps, il en résulte
une augmentation transitoire du second PPSE, due a des modifications de 1’¢lément pré-
synaptique (cette augmentation est mesurée dans notre étude par le rapport de la pente de second
PPSE sur la pente du premier). Ainsi, la PPF sera obtenue par application de deux stimulations
espacées de 30ms a une intensité fixée arbitrairement de sorte a ce que la pente du premier
PPSE soit proche de 0.07mV/ms.

LaLTD etla LTP correspondent respectivement a une diminution et a une augmentation
durable @ I’efficacité de la transmission synaptique apres un stimulus conditionnant. Pour la
LTD et la LTP, il est donc nécessaire d’établir une ligne de base stable a une intensité fixe et
appropriée avant d’appliquer un stimulus conditionnant. Le stimulus conditionnant et la valeur
de la ligne de base varient en fonction de la forme de la plasticité synaptique dtgdrée (
44). La LTD sera obtenue en appliquant une stimulation a basse-fréquence (LFS, 10 minutes a
2Hz) a une ligne de base ayant -0.2mV/ms pour valeur de pente des PPSE. Enfin, la LTP sera
obtenue en appliquant une stimulation haute fréquence (une stimulation tétanique a une
fréequence de 100Hz pendant 1 seconde (HFS) ou une stimulation théta-burst - 5 trains de 4
impulsions a 100 Hz séparés de 200mépétés 4 fois 10 secondes d’intervalle (TBS)), a une
ligne de base ayant -0.1mV/ms pour valeur de pente des PPSE.

HFS x1

TBS x4
I

v

LFS pendant 10min

A

0 1 T(s)

Figure44: représentation schématique des différents stismanditionnant utilisé pour les mesures de pltgstic
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V. Patch-clamp

Les mesures de patch-clamp ont été réalisée en collaboration avec le laboratoire
« Biophotonics and neuronal networks » UMPRH 88 de I’Université Paris Sud par le Dr.

Brigitte Potier.

1. Préparation des coupes d’hippocampe

La préparation des coupes d’hippocampe pour les mesures de patch-clamp suit les
mémes étapes que pour les mesures d’électrophysiologie extracellulaire a deux détails pres. En

effet, les coupes sont ici sagittakeséalisées au moyen d’un vibratome (Leica® VT1200 9.

2. Enregistrements des courants GABAergiques évoqués

Les enregistrements de patch-clamp sont réalisées en configuration « cellule entiere »
suivant un protocole couramment utilisé par le Dr. Potier (Potier et al., 2006). Les mesures sont
effectuéesitempérature ambiante au moyen de pipettes en borosilicat€X, SN MEP réf:
GC-150F-10)obtenues au moyen d’une étireuse de capillaires (Narishig®, PB7) etremplies
du mélange suivantCsCH403S 140mM, CsCIl 6mM, MgCI22mM, HEPES 10mM, EGTA 1,1
mM, QX-314 5mM, ATP 4mM, (pH 7.3; 290mosM).

Les courants sont acquis et filtrés a 2Hz par un amplificateur AxoPatch 1-D (Axon
Instruments) I’enregistrement et I’analyse en temps réel sont effectués grace au logiciel
WInLTP®. La résistance de série est controlée et compensée durant I’enregistrement et toute

mesure présentant une variation de plus de 20% de ce parametre est stoppée et jetéanche

Les courants GABAergiques (inhibitory post-synaptic currents, IPSC) sont évoqués par
stimulation électrique a une fréquence de 0.07Hz au niveau de la collatérale de Schaeffer par le
biais d’une électrode bipolaire en présence de NBQX (10uM) et dAPV (50uM).
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VI. Analyses statistiques

L'ensemble des données obtenues au cours de cette étude est présenté sous la forme de
moyenne * écart standard a la moyenne. Les analyses statistiques ont été réaliséas@u moye

logiciel R® avec un seuil de significativité fixé a 5%.

Pour les courbes 1/O (transmissions AMPA et NMDA), une ANOVA a deux facteurs
dépendants (traitement et intensité de stimulation) a été utilisée. Les mesures de PPF ont été
analysées par un test de Student apparié pour les comparaisons intra-souches et non apparié

pour les comparaisons inter-souches.

Pour I'étude de la plasticité synaptique a long terme, les mesures ont été analysées par
des ANOVA avec mesures répétées. Les mesures de LTP et de LTD dans les différentes
conditions (contréle/ligands a différentes concentrations) ont été comparées sur les 15 derniéres

minutes pour déterminer un éventuel effet des ligands utilisés.

L’analyse statistique des résultats de patch-clamp a nécessité I’emploi ’ANOVA avec

mesures répétées pour les mesures des IPSC évoqués en fonction du traitement.

Le cas échéant, des analygmsst-hocpar le test de Student avec correction de

Bonferroni ont été effectuées.

134



RESULTATS

135



136



RESULTATS

Résultats

.  Etude de l’intérét de 1’association d’un agoniste des récepteurs 5HT4 a un

inhibiteur de I’acétylcholinestérase présentant une activité modulatredéstérique

des récepteurs nicotiniques : étude comportementale chez la souris NMRI adulte

en conditionde déficit mnésique.

1. Objectifs

Au vu de la complexité de |ghysiopathologie de la MA, il n’a pas encore été possible
aujourd’hui d’identifier un mécanisme princeps qui serait a 1’origine de toutes les
manifestations observées au cours de la pathologie. L’existence méme d’un tel mécanisme est
d’ailleurs sujet a caution, la MA étant considérée comme multifactorielle. Il apparait donc vain
d’espérer guérir cette maladie au moyen de stratégies thérapeutiques mono-cibles et la notion
de thérapies muliibles fait aujourd’hui consensus dans le cadre de la MA. 1l faut cependant
tenir compte du fait que les patients atteints de la MA sont des personnes majoritairement agées,
souffrant de multiples comorbidités et donc souvent en situation de poly-médication (source
d’erreurs médicamenteuses et d’iatrogénie) qui serait donc aggravée par une thérapie associant
plusieurs composés. L’émergence du concept de MTDL (multi target directed ligand)
permettrait de contourner ce probléme par le design de molécules capables d’agir sur différentes
cibles. Un tel composé associant unevaet inhibitrice de 1’acétylcholinestérase et agoniste
des 5-HT4R, le donécopride, a été développé récemment (Lecoutey et al., 2014) dans le cadre
de la MA et présente des résultats prometteurs.

Notre objectif dans cette étueke donc de tester I’association d’un agoniste des 5-HT4R
avec un autre inhibiteur de I’acétylcholinestérase, la galantamine. Cette molécule présente des
particularités qui la rendent plus intéressante que les autres inhibiteurs de I’acétylcholinestérase.
Il a en effet été démontré que la galantamine peut agir comme un modulateur allostérique positif
des récepteurs nidatques, récepteurs dont 1’activation a montré des effets bénéfiques pour la

mémoire et I’apprentissage.
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Abstract

Aim It is widely assumed that the upcoming therapeutics for
Alzheimer’s disease will require to act on more than one target
to be effective. We investigated here whether a combination of
the nicotmic receptor allosteric modulator/cho linesterase in-
hibitor galantamine can act synergistically with the type 4
serotomin receptor (3-HT4R) partial agonist, R5-67333, to
counterbalance deficits m short- and long-term memory. To
select sub-efficacious doses of both drugs, dose-response
studies were first performed on the scopolamine-induced def-
icits of spontaneous altemation in the Yemaze task and of
acquisition and retrieval processes in a passive avoidance task.
Result For spontanecus altemation behavior, combination of
1 mg/kg galantamine and 0.5 mg'kg R5-67333 fully reversed
the deficit. In the passive avoidance task, no sub-efficacious
doses could be found in the retention paradigm. but a benefi-
cial effect of the association has been demonstrated m the
acquisition paradigm.

Conclusion Mnesic effects of galantamine can be thus poten-
tiated by activation of 5-HT4R. Such a combination treatment
might (1) srengthen symptomatic relief, (2) attenuate adverse

Chemical compounds studied in this artide: B5-67333 (PubChem
CID: 183,782); Galamtamine hydrobromide (PubChem: 121.587);
Scopolamine {PubC hem CID: 3 000 322)

Thomas Freret, Vémmigque Lelong-Boulouand, Frangois Dauphin, and
Michel Boulouward contributed equally & this work.

=1 Thomas Freret
thomas. freret@unican.

! Mommandie University, UNICAEN, INSERM, COMETE,
14000 Caen, France

effects given the lower doses of each compound required, and
(3) afford a disease-modifying effect given the known action
of 5-HT4R on amyloido genesis cascade.

Keywords Acetylcholinesterase inhibitor -
MNeurodegenerative - Memory - Behavior - SerotoninThomas
Freret, Véromigue Lelong-Boulouard, Frangois Dauphin, and
Michel Boulouard contributed equally to this work.

Introduction

Based on the cholinergic hypothesis of cognitive dysfunctions
iPerry et al. 1981), the curent therapeutic for Alzheimer's
disease (AD) mamly focuses on acetylcholinesterase ( AChE)
mhibidon. Three cholinesterase mhibitors have till now been
released on the market, the last having been approved in 2000,
namely galantamine. According to Cochrane Database of sys-
tematic Reviews, all of these three drugs are efficacious for
mild to moderate AD (Birks 2006) though the symptomatic
relief provided by AChE inhibition therapy is weak (Lled etal.
2006) and fails to reverse discase progression (so-called
disease-modifying effect). Owing to the multifactonal aspects
of AD, it is accepted that efficient therapy would require the
simultaneous modulation of multiple targets to manage the
course of the disease (Cavalli et al. 2008), leading to mcreas-
ing interest in multi-treatments therapy and/or multi-target
drug ligands (Hughes et al. 2016). Besides, the development
of a new strategy with combined treatments acting on multiple
targets might be an atiractive perspective not only to increase
the beneficial effect of a singly targeted -reatment (cholmergic
system ), but also to limit side peripheral effects of AChE
inhibitors by using doses that are not efficacious when the
drug 15 used alome. Accordingly, it has been demonstrated that
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5-HT,R agonists can stimulate the release of the non-
amyloidogenic soluble amyloid precursor protein (sAPPa),
with putative neuroprotective and enhancing memory proper-
ties (Lezoualc’h and Robert 2003; Robert and Lezouale'h
2008). Unforimately, only five studies had so far associated
AChE mhibitors with 5-HT,R agonists, at doses that were
ineffective alone (Moser et al. 2002; Lamirault et al. 2003;
Mohler et al. 2007; Cachard-Chastel et al. 2008; Freret et al.
2012): three have investigated the rationale of the association
on rodents” recognition memory performances, only one has
investigated the context of working memory, and one tested
spatial reference memory. Most importantly, except the work
of Cachard-Chastel, none of these studies assessed the interest
of such an association in pharmacologically induced deficit
conditions.

With regard to recognition memory, each of the three
AChE inhibitors has demonstrated efficiency to improve ro-
dents” perfomances when associated with sub-active doses of
a partial 5-HT, R agonist (R5-67333, except SL65.0155 for
rivastipmine) { Moser et al. 2002; Lamirault et al. 2003; Freret
etal. 2012). Historically, rivastigmine was first tested m 2002
i Moser et al. 2002), then galantamine the following year
(Lamirault et al. 2003), and finally owr group explored in
2012 the beneficial effect of association of sub-acive doses
of donepezil with B3-67333 (Freret et al. 2012). The reasons
that led authors to choose one or the other AChE inhibitors to
be asociated to the 5-HT,R agonist are not clearly spelled,
even though it might be goessed. For instance, a long-term
comparative study has shown significant advantages in the
treatment response to galantamine (versus donepezil) on cog-
nition in Alzheimer's patients (Wilcock et al. 2003). In 2012,
our choice was guided by the close structural proximity of
donepezil and R5-67333, which afterwards allowed us to de-
sign the first MTDL donecopride, associating a dual profile of
AChE mhibiion and 5-HT,R agonism (Lecoutey et al. 2014;
Rochais et al. 201 5). Nonetheless, beyond the chemical strue-
ture, a choice dnven on pharmacological arguments could
have led to select galantamine that displays some advantages
when compared to other AChE targeting drugs (for review,
see Pepen and Giovannini 2009). Indeed. galantamine also
acts as a positive allosteric modulator of nicotinic receptors,
thus enhancing the release of ACh ( for review, see Woodnuff-
Pak et al. 2002). Even though this effect is unselective, its
action on some subtypes of nicotinic receptors, notably alpha7
(o7-nAChR), appears of particular interest. Indeed, a7-
nAChR are mainly expressed in the hippocampus and cortex
and has been suggested to be involved in the memory effects
ofnicotinic drugs (De Jaco et al. 2016). Consequently, a grow-
ing number of studies argue for the targeting of a7-nAChR as
a complementary therapeutic strategy to increase treatment
efficacy m the field of AD, or psychiamric diseases such as
schizophrenia. Thus, as previously suggested by others, gal-
antamine can be seen “as a prototype™ ( Woodnaff-Pak et al.

'a Springer

2002) to test with the aim to develop new MTDL acting both
as AChE mhibitors, a7-nAChR modulators, as well as partial
5-HT,R agonists.

With regard to spafial working memory, a sub-active dose
of galantamine has been tested in association with a newly
designed 5-HT,R agonist, VRX-03011, and demonstrated
abilities to enhance memory performances in a delayed spon-
taneous altemation test (through cross-maze test) (Mohler
etal. 2007). Finally, only donepezil has been tested ina spatial
reference memory, namely the Mormis water maze test. In this
work, the combination of donepezil with sub-active doses of
prucalopride (a full 5-HT4R agonist) completely counteracted
scopolamine-induced amnesia (Cachard-Chastel et al. 2008).
Indeed, contrary to previous experiments, the efficacy of
AChE therapy has been sought there in a state of pharmaco-
logically induced deficit, trying thus to get closer to a patho-
logical situation. Indeed, the muscarinic acetylcholine recep-
tors antagonist, scopolamine, produces cognitive deficits
both experimental animals and humans { Buccafusco 2009).
The scopolamine reversal test is thus a valuable and relevant
preclinical model for estimating the therapeutic potential of
novel cognition-enhancing drogs.

Yet, no study has explored the effect of a combination of
galantamine and RS5-67333 in a state of phamacologically
induced deficit. Herein, we investigated if the two ligands,
each at sub-effective doses, can act synergistically to counter-
balance scopolamine-induced alterations in short-term work-
ing memory (spontaneous altemation test) or long-term mem-
ory tasks in the mouse (passive avoidance test).

Methods
Animals

Experiments were performed on male WMRI mice (Janvier
labs, France) weighing 25-30 g. Mice were housed by groups
of ten animals in standard polycarbonate cages and main-
tained in a regulated environment (22 £ 1 °C) under 12 h-
12 h light/dark cvcle (light on between 20:00 and 8:00) with
food and water ad libitum. Behavioral tests were conducted
during the dark phase of the cycle. All expenments complied
with the Furopean Community guidelines and the French law
on animal expenimentation (personal anthorization no. 14-10
for VLB).

Drugs

R3-67333 (1-[4-amino-5-chloro-2-methoxyphenyl]-34 1 -n-bu-
tyl-4-piperidiny[]-1 -propanone), galantamine hydrobromide,
and scopolamine hydrobromide were purchased respectively
from Tocris®, Janssen®, and Sigma®. Starting doses. adminis-
tration route (inraperitoneal or subcutaneous, 10 ml/kg), and the



Paychophammacology (2017) 234:2365-2374

RESULTATS

167

timing of doang were selected according to previous related
stiudies (Sweeney et al. 1989, 1990; Bomwes et al. 1996; Fontana
etal. 1997: Marchetti-Gauthier et al. 1997; Lelong et al. 2001; Da
Sitva Costa-Aze et al. 2012).

Behavioral procedures

To select sub-effective doses of each compound (R5-67333
and galantamine), dose-response studies were first performed
for each behavioral procedure, in mice treated or not with
scopolamine (1 mgkg. s.c.). For all experiments, the observer
was blind to the treatment.

Spontaneous alternation test

Immediate spatial working memory performances were
assessed by recording spontaneous altemation behavior in a
single-session Y-maze test (Anisman 1975), as we previously
described (Lelong et al. 2003; Rochais et al. 2015). The maze
consisted in three equally spaced arms (22 x 6.5 * 10 cnr)
made ofblack painted wood. At the beginming of the test, each
mouse (7 = 10 per group) was placed at the end of one arm and
allowed to freely explore the maze during a 5-min session.
The number and the sequence of arm entries were recorded.
An amm eniry was scored when all four feet crossed into the
arm. Altemation behavior is defined as consecutive entries
into all three arms. The percentage of altlemation was calcu-
lated as a memory index by the (mumber of altemation/
maximal theoretical number of altlernation) = 100. Mice that
exhibited less than five arm entries during the test were elim-
inated from the group. Scopolamine was administered 30 min
before the test, while galantamine and R5-67333 were respec-
tively administered 120 and 30 min before the test.

Passive avoldance test

A step-thmugh type passive avoidance box (Letica® LE 872),
divided into a wide, white, and illuminated comparmment
(22 = 21 =30 cmj]and asmall, black, and dark compartment
(7.3 % 7.5 x 14 cm”) with a grid floor, was used as previously
described (Leger et al. 2015). A guillotine door separated the
two compartments. During a first training tral (*session 17),
each mouse (n = 15 per group) was placed in the white com-
pariment. As soon as the mouse had entered into the dark
compartment (the step-through maximal latency 15 fixed at
50 5), the door was closed and the mouse received a umique
inescapable elecric shock (0.4 mA, 2 5). The response of mice
to electric shock was ascertained through the verificaion of
vocalizations and jumps for each mouse. Twenty-four hours
later, mice were tested for retention (“session 2™); each mouse
was placed agam into the white compartment and the time
until it re-enters into the dark compartment was measured

(the step-through maximal latency is fixed at 300 s; no electric
shock is delivered).

Two protocols of drug mjections were undertaken to dis-
tinguish different steps of memory: pre-acquisgtion or acqui-
sitiom (before the “sesgon 1) and presetrieval or recall (be-
fore the “session 2™) (Table 1). Scopolamine was administered
30 min before either session | (acquisiion paradigm) or 2
iretention paradigm). Drugs were admimstrated at 120 min
for galantamine and 30 min for R5-67333 before either ses-
sion | or 2, respectively. Less than 30 s elapsed ime was

ensured between two administrations (R5-67333 and
scopolamine) scheduled at the same time.

Statistical analyses

Data are expressed as mean £ 3EM. A priori, scopolamine-
induced deficit was validated by a Student’s 7 test comparing
scopolamine-reated and control groups. Then, analyses of
vamances (ANOVA) with scopolamine and dose factors (with
repeated measurements for the pasgve avoidance test) were
performed. When necessary, inter-group differences were in-
vestigated by a post-hoc multiple companson test (PLSD of
Fizscher). p values lesser than 0.05 were considered to be
significant.

Results
Spontanesus alternation test

The scopolamine-induced amnesic effect was illusrated in all
expeniments by a significant decrease of the percentage of
alternation (Student’s ¢ test, scopolamine versus saline,
P =0.004, <0001, and <0001, for respectively experiments
1, 2, and 3) (Fig. la-c).

Experiment 1 dose-response smudy of R5-67333 gffect (0,25,
(L5, and I mg'kgl

Amnalysis of vanance for altemation percentages revealed a
significant “scopolamine™ effect [F(1,72) = 44 786,
P =< 0.0001], a significant “dose™ effect [F(3.72) = 6.605,
p < 0.001], but no “scopolamine * dose” interaction
[F3.72)= 1.177, p = 0.3247] (Fig. la).

In the absence of scopolamine, one-way ANOVA revealed
a“dose” effect [F(3,30) = 4.124, p= 0.0130]. None of ani-
mals’ groups treated with either of the three doses of RS-
67333 was different from the control group. Post-hoc compar-
isons revealed that the “dose™ effect was due to significant
differences between the group treated by R3-67333 at
025 mg'kg and the two groups treated by higher doses of
BS5-67333 (p=0.013 and 0.003, at 0.5 and 1 mg'kg, respec-
tively). Similarly, under scopolamine treatment, one-way
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Table 1 Timing of drugs” adminmstration. All druogs were disolved tn MaCl 09% and admimistersd in a volume of 10 mllkg
Drugs Behavioral test

Spontncous alternation test

Passive avoidance test

Acquition Rescall

3V min before the test
10 min before the test
120 min before the test

Nall or scopolamine (f mgdy, s.cl
RS-67333 (ip.)
Galmntamine (1.p.)

30} min bhefore “session 2™
30 min befre “session 27

120 min befor: “session 2™

3V min befare “session 1™
10 min before “session 17

1 20 min before “session 1

ANOVA revealed a significant “dose” effect [F13,36) = 3.83,
p = 0.018]. Post-hoc compansons revealed that the highest
dose of R5-67333 reversed the scopolamine-induced deficit.
Indeed, R5-67333 1 mg/kg-treated mice display a significant-
Iy higher percentage of altermation than all other groups
(p = 0016, p= 00061, and p = 0.0102, respectively, versus
“scopolamine alone,” “scopolamine + RS 0.25 mgke.” and
“scopolamine + RS 0.5 mgke™).

Experiment 2 dose-response sudy of palantamine effect (0.3,
1. 3 mghkgl

Amnalysis of variance revealed a significant “scopolamine™ ef-
fect [F(1.72) = 5846, p < 0.0001]. a significant “dose” effect
[F(3.72) = 4.656, p = 0.0050], and a “scopolamine * dose”
interaction [F3.72)= 556, p=0.0017] (Fig. 1b).

In the absence of scopolamine, one-way ANOVA faled to
reveal a significant “dose™ effect [F(3.36)= 126, p=0302]. In
confrast, a significant dose difference effect has been shown be-
tween groups of animals treated by scopolamine [F3,36)= 7.99,
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g""-' o 5
2 " —‘ " 'E
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Fig. 1 Spontaneous alternation behavior in mice treated or not by
scopolamine |1 mgkg: sc). a Effeds of RS-67333 (025, 0.5, and 1 mg'
ke, ip). b Effects of galantamine (03, 1, and 3 me'ke, ip.). ¢ Effedts of the
association of BS-67333 (05 mgke 1p) and galantamme {1 mgke, Lp.).
Altemution percentiges ane expresesd a8 mem = SEM. n = 10 by group.
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p=0.001]. Post-hoc comparisons revealed that only galantamine
at 3 mgkg mversed the scopolamine-induced deficit. Indeed,
animals that received scopolamine and galantamine at the highest
dose display an altermation percentage significantly higher than
all other groups (p < 0.0001, p = 0.0016, and p = 0.0004, respec-
tively, versus “scopolamine alone,” “scopolamine + galantamine
03 mgkg,” and “scopolamine + galantamine 1 mghkg"™).

Experiment 3: effect of co-administration of sub-effective
doses of RS-67333 and palantamine

The statistical analysis revealed a significant “dose” effect
[ANOWVA: Fl4.45) = 10.395, p < 0.0001] (Fig. 1c). Post-hoc
comparisons revealed, similarly than m the dose-response
stdies, that neither R5-67333 at 0.5 mgkg nor galantamine
at 1 mg'kg could reverse the scopolamine-induced deficit
ip = 0.7484 and 09335, respectively). On the confrary, ani-
mals that received the combination of these sub-effective
doses of galantamine and RS5-67333 displayed an alternation
percentage that did not differ from control animals (p = 0.05),

&0 -
704
60 -
— o

50 4 i i é
4u ] T ’_L‘ T T

0 0 0.5 ] 0.5

RS 67333
il 0 0 1 1
Galantamine
Saline —— Scopolaming ——

#0101 scopolamine-induced amniesic offect | Student’s ¢ test, scopoluming
wversus saline control group); ##¥%5p < (U001 “scopolamine effect™ different
from salme group! sk and “p < 001 group compansons (ANOVA, follewed
b post-hoc FLSD of Feher)
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and that was additionally significanthy higher than for all other
scopolamine-treated animal groups (p < 0.001).

Passive avoldance test
Acquisition paradigm

Scopolamine significantly reduced escape latencies during
“session 2" when compared to the saline control group
ip <0001 and p = 0.004, Student’s 7 test for respectively
experiments | and 2), indicating that administration of scopol-
amine before acquisition induced memory deficits in this test
(Figs. 2 and 3).

Experiment 1: dose-response study of RS-67333 effect
(0.5, 1, and 2 mg'kg) Two-way ANOVA with repeated mea-
surements of escape latencies revealed a significant
“seopolamine” effect [FI1112) = 15.476, p < 0.001] (Fig. 2a).
In the absence of scopolamine, the two-way ANOVA with re-
peated measurements revealed a significant “session™ effect
[F11.56) = 42,083, p < 0.0001]. but neither “dose™ effect
[Fi3.56)=0217, p="08840] nor “session = dose” interaction
[Fi3.56) = 0.255, p = 0.8578], revealing thus that all animals
behaved similarly. In basal condition, administration of RS-
67333 before acquisition sesgon did not modify the animals’
performances, whatever the dose considered. Under scopol-
amine treatment, the two-way ANOVA with repeated measure-
ments revealed a “session™ effect [F{1.56) = 24 381,
p < 0.0001], a significant “dose” effect [F(3.,56) = 6.800,
p = 0.0005], as well as a “session * dose” interaction
[Fi3.56) = 8.563, p < 0.0001]. While no “dose”™ effect was
observed during session 1, one-way ANOVA revealed a signif-
icant “dose™ effect during session 2 [respectively,
Fi(3.56) = 0.837 and 8.719, p = 04795 and p < 0.0001].
These results suggested that pre-acquisition administration of
R5-67333 at 2 mg/kg significantly reversed scopolamine-
induced deficit. Indeed, posthoc comparisons revealed that
animals® group with 2 mg/kg of R3-67333 displayed an escape
latency significantly higher than all other scopolamne-treated
groups (p < 0,001, p = 0.0006, and p = 00001 versus either
“scopolamine alone,” “scopolamine + RS 0.5 mg'kg,” and
“scopolamine + RS 1 mg/kg, ™ respectivel y).

Experiment 2: dose-response study of galantamine effect
{03, 1, 3 mg/kg) Two-way ANOVA of escape latencies re-
vealed a significant “scopolamine™ effect [F{1112) = 57.059,
p<0.0001] (Fig. 2b). Inthe absence of scopolamine, two-way
ANOVA with repeated measurements revealed a “session™
effect [Fi1.56) = 131.888, p < 0.0001], a significant “*dose™
effect [F(3.56) = 2986, p = 0.0387]. as well as a
“sesdon * dose” interaction [F(3.56) = 3.154, p = 0.0318].
While no difference was observed for session 1, ANOVA
revealed a significant “dose” effect for session 2

[Fi3.56) = 3.122, p = 0.0330]. suggesting thus that pre-
acquisition administration of galantamine significantly modi-
fied performances in basal condiions. Post-hoc comparisons
revealed that galantamine at 0.3 mg/kg increased escape la-
tencies when compared to control animals (p = 0.0161) and to
groups receiving either 1 or 3 mg/kg of galantamine
ip = 0.0084 and 0.0363, respectively). Under scopolamime
weatment, ANOWVA revealed only a significant “session™ ef-
fect [F1.56) = 56.275, p < 0.0001]. indicating thus that none
of the three dose of galantamine bromide tested modified the
scopolamine-induced deficit.

Experiment 3: effect of co-administration of RS-67333
il mg/kg) and galantamine (0.3, 1, 3 mg/kg) on
scopolamine-induced deficit in an acquisition paradigm
Two-way ANOWVA with repeated measurements of escape la-
tencies revealed a “session™ effect [F(1126) = 177.22,
p < 0.001], a significant “dose” effect [FI%8126) = 10.371,
p < 0.0001], as well as a “session * dose™ interaction
[F(8126) = 10946, p < 0.0001] (Fig. 2c). With regard to
session 1, no significant difference could be observed, indi-
cating that during the first session all animals behaved simi-
larly, whatever the pharmacological treatment received
[FI8126)=0.770, p=0.6302]. Contrarily, a significant “dose”
effect has been observed during “session 27
[Fi8126) = 11.019, p < 0.0001]. When compared to control
animals (saline), post-hoc tests revealed that all scopolamine-
treated groups displayed reduced escape latency perfomances
(< 0.001), except the group having received the association
of R5-67333 with galantamine at the highest dose (3 mgkg),
which displayed a significant increased escape latency
(p = 0.0136). This association of RS-67333 (1 mg'kg) with
galantamine (3 mgkg) not only reversed scopolamine-
induced deficit (p < 0.0001 versus scopolamine group ), but
dlso mduced a significantly increased escape latency when
compared to the other groups treated or not with RS-67333
and galantamine (p < 0.0001 versus “scopolamine + RS™ and
“scopolamine + RS + galantamine 0.3 and “scopolamine +

BS + galantamine 1™ reated group).
Remieval paradigm

Scopolamine significantly reduced escape latencies during
session 2 when compared to saline-treated animals
i < 0.001, Student’s 1 test. for both dose-response studies of
BS5-67333 and galantamine), indicating that pre-retrieval ad-
ministration of scopolamine impaired memory m this test
(Fig. 3a b).

Experiment 1: dose-response study of RS-67333 effect
(0.5, 1, and 2 mg'kg) Two-way ANOVA with repeated mea-
surements of escape latencies revealed a significant
“scopolamine™ effect [F(1112) = 18.932, p < 0.0001]
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Fig. 2 Manory perfommances in the acqusition paradigm of the passive
avoidmee test of mice, treated or not by scopolamine (1 mg'kg; s.c.
30 min before session 1), a Effeds of RS67333 (05, 1, md 2 mg/kg,
i.p.) administrated 30 min before session 1. b Effects of galmtamine
adminstrated 120 min before session 1 (03, 1, and 3 mgke, 1p). ¢
Effects of the associztion of RS-67333(1 mg'ke: ip.) md galantamine
(0.3, 1, and 3 mgkg, i.p.) admmistmbed, respectively, 30 and 120 min

(Fig. 3a). In the absence of scopolamine, two-way ANOVA
only revealed a significant “sesgon™ effect [F(1,56) = 81 .028,
p = 0.0001]. but neither “dose” effect [F{3.536) = 1.3,
p = 0.2693], nor “session ®* dose” interaction
[F13.56)=2.113, p=0.1088], indicating that all animals leamnt
the test m a similar manner. In basal condiion, whatever the
dose considered, R3-67333 did not modify the animals’ per-
formances in a retention paradigm. Contranly, under scopol-
amine treatment, a two-way ANOVA revealed a “session™
effect [F1.56) = 31.593, p < 0.0001]. a significant “dose™
effect [F(3,56) = 4.553, p = 0.0063]), as well as a
“sesson * dose” interaction [F(3.56) = 4.725, p = 0.0052].
Whereas no significant difference is observed during session
1, ANOWVA revealed a*dose” effect during session 2 [respec-
tively, F(3.56) = 1.719 and 4.687, p = 0.1736 and 0.0054].
Post-hoc comparnsons revealed that admimnistration of RS-
67333 at etther 1 or 2 mg/kg just before session 2 significanthy
reduced scopolamine-induced deficits (p = 0.0136 and
0.0076, respectively ).

Experiment 2: dose-response study of galantamine effect
(0.3, 1, 3 mg'kg) Two-way ANOVA with repeated measure-
ments of escape latencies revealed a significant
“scopolamine™ effect [F{1112) = 16288, p < 0.0001]
(Fig. 3b). In the absence of scopolamine, two-way ANOVA
only revealed a significant “session” effect
[F11.56) = 201.722, p < 0.0001], but neither “dose™ effect
[F(3.56)=0.850, p=0.4722] nor “sesson * dose” interaction
[F13.56)=0.727,p=0.5404], indicating thatall animals learnt
the test in a similar manner. In basal condtion, whatever the

ﬂ Springer

L]

Escape |latency [a)

-
=0 - .
O Session 1
200 4 B8 Seswion 2
130
100 _— - W
- L
51 4

Scopolaming

before sesion 1. Escape latencies ane expressed as mean = SEM, n = 15
mice per group. ##p < 0.01 scopolaming-induced amnesic effect
(Student’s ¢ test, scopolamine versus saline control group):
##2n < 0.001 “scopolaming effect”™ different from saline group(s); and
“p = (L0 group comparisons (ANOVA, followed by post-hoc PLSD of
Fisher)

dose considered, galantamine did not modify the animals’
performances in a retention paradigm. Conversely, under sco-
polamine meatment, two-way ANOVA with repeated mea-
surements revealed a “session™ effect [FI1,56) = W.631,
p =< 0.0001], a significant “dose™ effect [F(3.56) = 3.830,
p = 0.0145], as well as a “session * dose” interaction
[F(3,56)=4.392, p =0.0076]. Whereas no significant differ-
ence 15 observed during session 1, ANOVA revealed a “dose™
effect during session 2 [respectively, F(3,56) = 0.113 and
4158, p = 09522 and 0.0099]. Post-hoc comparnsons re-
vealed that administration of galantamine just before sesson
2, whatever the dose considered, significantly reduced
scopolamine-induced deficit (p = 0.0410, 0.0022, and
0.0056, respectively, for dose of 0.3, 1, and 3 mgkg of
galantamine).

Discussion

The present findings demonstrate the relevance to associate a
5-HT4R agonist (R5-67333) to an AChE inhibitor
{galantamine) to improve working memory and long-term ref-
erence memory performances in a condition of pharmacol og-
ically induced deficits. Indeed, we demonstrated that sub-
active doses of both compounds can act synergistically to
demonstrate anti-amnesic effects in the spontaneous alterna-
tion test and the passive avoidance task. In its simplest form,
spontaneous altermation behavior comprises the tendency of
rats, mice, and other animals to alternate their (conventional by)
non reinforced choices of T- or Y-maze amms on successive
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Fig. 3 Momory performances in the retention pamdigm of the passive
avoidance test of mice, treated or not by scopolamine (1 mg/e: s.c.
30 min before session 2). a Effeds of RS-67333 (05, 1, and 2 mg/kyg,
i.p.) administrated 30 min before session 2. b Effects of galmtamine
administrted 120 min before session 2 (0.3, 1, and 3 mg'kg ip.
Escape latencies are expressed as mean = SEM, n = 15 mice per group.
#4#p < 001 scopolaming-induced amnesic effect (Student’s £ test, scopol-
amine versus saling control group); ***5p < 0001 “scopolbmine effect”™
different from saline group(s): and ““p < 001 group comparisons
CANOVA, followed by post-hoc PLSD of Fisher)

opportunities (for review. see (Hughes 2004). Since its fist
description, this phenomenon has been ascribed to the opera-
tion of a vanety of mechanisms and notably spatial working
memory { Sarter et al. 1988). Otherwise, the inhibitory/passive
avoidance task is a paradigm of associative leaming that can
be acquired in a single raining session through the activation
of several brain structures (such as the amygdala, hippocam-
pus, and varous cortical regions) ( [aquierdo et al. 2006). This
test 15 one of the most frequently used paradigms to study
neurotransmission systems that underpin processes of leaming
and long-term reference memory. Besides, as previously dem-
onstrated, the two types of memories targeted by these two
behavioral tests required an increase in cholinergic activity
(Micheau and Marighetto 2011).

With regard to spontaneous working memory, we demon-
strated that in basal condiions and in the tested doses” range

B ]

neither RS-67333 nor galantamine, per se, were able to modify
the spontaneous alternation behavior. Confrarily, under scopol-
amine treatment (i.e., | mgkg s.c., 30 min before the test), the
highest tested dose of each compound fully reversed the phar-
macologically induced deficit (1 and 3 mg/kg respectively. for
R3-67333 and palantamine). When concemed to 5-HT4R acti-
vation, our results—at least those obtamed in basal condi-
tions—are in accordance with the lterature (Lelong et al.
2003; Mohler et al. 2007). Indeed, except our previous work
(Lelong et al. 2003), no other research group has specifically
mvestgated the effects of R3-67333 or other 5-HT R agonist
on scopolamine-induced deficits of spontanecus altermation.
Thenceforth, in basal condition, despite differences in terms
of behavioral apparatus (Y-maze or cross-maze), or in pharma-
cological ligands used (BIMU1, R3-67333, or VRX-03011,
according to the sudy considered), the same timing for samu-
lation of 5-HT 4R (1e.. 30 mimn before the test) ensured the same
result (Lelong et al. 2003; Mohler et al. 2007}—i.e., no modi-
fication of altemation behavior. Of note, even though RS-
67333 did not modify the performances when compared to
confrol animals, a significant dose-effect could be observed
with a spontanecus alternation behavior that increased along
with the escalating doses used. Furthermore, in a more demand-
ing task and while it was ineffective in the no-delay test, VRX-
03011 appeared able to enhance delayed spontaneous alterna-
tion performances (30 s delay condiion) (Mohler et al. 2007).
Owerall, these msults suggest a specific role of 3-HT R in the
resolution of tasks either when it requires a high cognitive de-
mand (Marchett et al. 2000; Lelong et al. 2001; Lamirault and
Simon 2001; Meneses 2007), or when it is performed under
conditions of pharmacolo gically mduced deficits. Interestingly,
in the same high demanding task (delayed spontaneous alter-
nation), galantamine (2.5 mgkg) also demonstrated abilities to
enhance alteration scores (Mohler et al. 2007), whereas it did
not herein modify per se behavioral performances under basal
condiions. Furthermaore, we have also shown here that under
scopolamine reamment, galantamine counterbalanced the defi-
cit in spontaneous altermation behavior at a comparable dose
than the one (3 mg'ke) used in the literature (Sweeney et al.
198%:; Fishkin et al. 1993). Considering both our results and
literature data, it appears that in basal condition either the be-
havioral test was not sensitive enough (despite tendency of 5-
HT,R agonist to merease altemation percentage) or the rein-
forcement of cholinergic activity was insufficient (whatever the
pharmacological compound considered) to observe an im-
provement of animals” performance. Conversely, under scopol-
amine treatment, the highest dose of each compound was able
to counterbalance the blockade of muscarinic receptors that
hampered optimal behavioral performances.

As regard to passive avoidance task, the involvement of the
cholinergic system has been nicely reviewed recently
iRobinson et al. 2011), notably through a table summarizing
available results commg from lesional or pharmacological
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studies (using selective stmulation or blockage of muscannic/
nicotinic receptors), as well as experiments with transgenic
mice. Physostigmine, administrated alone just after the acqui-
sition session, has demonstrated cognitive-enhancing proper-
ties (Wilcock et al. 2003). Herein, we demonstrated a similar
property for galantamine, when adminigrated before the acqui-
sition session and not before the remieval sesson. This result
leads us to conclode that this compound selectively acts as an
acguisition enhancer, without modifying the processes of re-
trieval. Interestingly, the fact that only the lowest dose (0.3 mg/
kg) has demonstrated cognitive enhancer property was also
found with physostigmine (Madjid et al. 2006). Such a result
reinforces the hypothesis of an optimal level of cholmergic
activation to amplify the acquisition process. Under scopol-
amine treatment, the properties of donepezil and physostigmine
were briefly summarized by the reversal effect on scopolamine-
induced deficit (Robinson et al. 2011). Herein, we demonstrat-
ed that galantamine showed beneficial effects only when ad-
ministrated before retrieval session (with the three tested
doses). To our knowledge, no study has investigated the effect
of galantamine on the two phases in the passive avoidance test
(1.e., using thus same paradigm tming, srain of animal, ete.),
and only one work has demonstrated reversal of scopolamine-
induced imparment when administrated before acquisition ses-
sion contrasting thus with ours (Bores et al. 1996). However, as
mentioned, not only differences in species or strains used may
account for such a discrepancy, but most of all iming and dose
of administration, still reinforcing the hypothesis of an optimal
level of cholinergic ransmission to ascertain memory fime-
tions. For instance, in the work of Bores and colleagues
(Bores et al. 1996), a beneficial effect of pre-acquisition admin-
igration of galantamine was observed at 0.1 and 0.3 but not
1 mg'kg. Additionally, the deficit was induced through an ad-
minisration of dose of scopolamine 6-fold higher than in our
expermments and that occurs 5 min before traming session. All
those differences could thus explain the existence or not of a
functional antagonism of scopolamine-induced deficit.

Wery few 1s known about the implication of the serotoner-
gic system—and notably 3-HT,;R—in the passive avoidance
test (Galeotti et al. 1998; Matsumoto etal. 2001; Micale et al.
2006; Lo et al. 2014). Herein, we demonstrated that whatever
the targeted phase of memory process (acquisiion or reten-
tiom), R5-67333 per se did not modify rodents’ performances
(0.5, 1, 2 mg'kg) in basal conditions. In accordance with the
literature, showing notably that even when administrated cen-
trally before the acquisition sesdon, a 5-HT R agonist { 3C-
33116, 10 pg; i.cv.) do not modify passive avoidance reten-
tion performances { Matsumoto et al. 200 1), our data argue for
anon-tonic influence of these receptors incognitive processes.
However, it 1s worth noting that blockade of 5-HT 4R imme-
diately after termination of the acquisition session produces an
amnesic effect (Galeotd et al. 1998). Besides, under scopol-

ey

amine reatment, B 8-67 333 reverses the scopolamine-induced
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deficits of acquisition and retention, respectively, at 2 mg'kg
and from | mg/lkg.

The main result of our present work is that the highest sub-
active tested doses of the two compounds, when associated
together, act synergistically to reverse scopolamine-induced
deficits in the spontanecus altemation and in the passive
avoidance task, when administrated before acquisiion session
(ie., 0.5 and 1 mgkg or | or 3 mgkg for, respectively, RS-
67333 and galantamine for the two tests). We were not able to
study the effects of such an association on recall phase of
long-term memory since all the tested doses of galantamine
have been active. Nonetheless, comparng the doses required
to counterbalance the scopolamine-induced deficits in either
of the two behavioral tests, one might argue that long-term
memory deficits appear more resistant than those of short-
term memory for a same level of cholinergic alteration (as
obtained with | mg/kg scopolamme). This could suggest that
recovery of nommal performances of long-term memory re-
quires a more important displacement of scopolamine from
muscarinic receptors through a higher increase of central ace-
tylcholine concentrations, or that normal mnesic processes I
short-term memory (spontanecus alternation test) would re-
quire a lower occupation rate of muscarnic receptors by ace-
tylcholine than the one required for long-term memory (pas-
stve avordance test).

To date, except one study (Cachard-Chastel et al. 2008),
pro-cognitive effects of combined treatments of 5-HT,R ago-
nists with one ofthe three AChE inhibitors on the market have
mainly addressed recognition (Moser et al. 2002; Lamirault
et al. 2003; Freret et al. 2012) or working memory (Mohler
et al. 2007) in “nomal™ condifions, leading thus to the con-
clusion on the cognitive-enhancing capabilities of such an
associaion. Herein, the mterest of associating those two tar-
gets, notably within a single molecule (multple tarpets drug
ligand). has been demonstrated m a pharmaco logical model of
cognitive impairments through the use of two behavioral
tasks, respectively, involving short- and long-term memory
processes. More precisely, we demonstrated that a combined
treatment with sub-effective doses of an AChE mhibitor/
dllosteric modulator of nicotinic receptors and a 5-HT,R ago-
mist reverses the scopolamine-induced cognitive dysfinctions
in a similar manner than higher doses of each compound. Such
an observation should be linked to the clear advantage of a
decreased amount and severity of (dose-dependent) secondary
effects. Obviously, these data strengthen the interest of a
Multiple-Medication-Therapy strategy in the treatment of the
cogniive changes associated either with “nommal ™ aging or
Alzheimer's disease (Sobow 2010; Chopra et al. 2011).
Addiionally, given the growing interest of a7-nAChR. ago-
nists to reat memory impaiments either within the field of
neurodegenerative or psychiatric diseases (De Jaco et al
2016), and the known positive allosteric modulation role of
galantamine, these results reassert the need for further
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forthcoming pharmacomodulation works, taking galantamine
as both a prototype and/or a good starting point.
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[I. Etude des effets de mlaodulationde 1’activité des récepteurs BT 4 sur la plasticité

synaptigue mesurée stiranches d’hippocampe chez la souris jeune NMRI:

implication du systeme GAB&qgigue.

1. Objectifs

A I’heure actuelle, les données de la littérature concernant les effets de la modulation de
I’activité des 5-HT4R sur la plasticité synaptique hippocampique dans la région CA1 sont
contradictoires. En effet, les deux seules études menées sur le sujet rapportent suite a
I’activation des 5-HT4R, soit une augmentation de la LTP (Matsumoto et al., 2001), soit une
absence d’effet (Kemp and Manahan-Vaughan, 2005). Ces deux études rapportent en revanche
toutes deux une absence d’effet du blocage des 5-HT4R sur la LTP. En ce qui concerne la LTD,
elle n’a été étudiée dans ce contexte que par Kemp et Manahan-Vaughan, qui rapportent un
blocage de la LTD par I’activation des 5-HT4R et une facilitation de celle-ci lors du blocage de

ces récepteurs.

Devant ces résultats contradictoires concernant la LTP, nous avons décidé de déterminer
les effets de la modulation de I’activité des 5-HT4R sur ’activité et la plasticité synaptique
hippocampique de la région CA1 dans un moeé&leivo En effet, les deux études existantes
avaient été réalisédaas vivo, des conditions qui ne permettent pas un contrble strict de
I’environnement immédiat de la zone a étudier, ce qui favorise une certaine variabilité. Or dans
le modéle de la coupe transversale d’hippocampe, tous les paramétres environnementaux
(température, pH du milieu, oxygénation...) sont contrdlés, ce qui, combiné a la simplicité de

placement des électrodes, permet des mesures reproductibles.
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2. Article 2: «Interplay between GABAergic system andibs receptors in the

synaptic plasticity of hippocampal CA1 region »
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Abstract:

The type 4 serotonin receptor KBFsR) is thought to be highly involved in cognitive
process such as learning and memory. Indeed, behavioral studies showed a beneficial effect of
its activation on memory performances, and conversely reported memory impairments by its
blockade. Besides, electrophysiological studies have demonstrated that its modulation can
modify hippocampal synaptic plasticity. However, the mechanisms involved in this regulation
remains elusive although some studies points toward an involvement of the GABAergic system.
To shed light on the mechanism at work, we investigated through two different
electrophysiological protocols, the effects of RS67333, asBHagonist, on long-term
potentiation (LTP) within CAl area. While high-frequency stimulation (HFS) induced LTP
remained unaffected, magnitude of LTP induced by theta-burst stimulation (TBS) was
significantly decreased. This effect was selective BifTaR activation since it was blocked in
the presence of RS39604 (a selectivd xR antagonist). Besides,HbTsR-induced decrease
of LTP was fully abolished through application of bicuculline, a GABAantagonist; hence,
demonstrating involvement of GABA neurotransmission. Furthermore, we demonstrated that
application of a GABAR antagonist, CGP55845, mimicked the effect ®fT/&R activation.

Finally, concurrent application of CGP55845 and RS67333 did not elicit further inhibition of
LTP than what was observed for each of these compounds alone. Altogether, these data show
for the first time an effect of BFT4R activation on TBS-induced LTP and establish a
relationship between BT4R and GAB/AR in the regulation of CAl area LTP.
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Introduction

Serotonin type 4 receptor (¥4R) has gained an increasing interest in the field of
therapeutic strategy development for Alzheimer Disease (AD). Indeed, numerous behavioral
studies have shown beneficial effect of pharmacological activatiorHdizB- (either acute or
chronic) on memory and learning functiéAgfor review?®). In the field of AD, 5HT4R is
upregulated through early and mild stages of the diseasaesponse to the observed early
degeneration of the serotoninergic sysfei®uch modification should strengthen the effect of
a pharmacological intervention on this receptor. However, activatiorHdfsB; bothin vivo
andin vitro 88, has shown disease modifying effect, inhibiting the amyloid protein precursor
processing into A in favor of sAPR pathway. Hence, a decrease of amyloid load as well as
of neuro-inflammation markers, have recently been described in a transgenic mouse model of
AD following a chronic treatment with RS67333, &%4R agonisf. Additionally, this disease
modifying effect was associated with decreased memory impairnféfitsConversely,
blockade of these receptors leads to learning and memory impairments.

In line with its cerebral expression (notably within the hippocampid)ehavioral
studies investigating the effect of FbFsR modulation, have focused on hippocampus-
dependent memory tasks. Through optogenetic technique, a recent study demonstrated a direct
influence of 5SHT4R modulation within the CA1 area of the hippocampus on spatial memory
performances$? Indeed, they demonstrated that optogenetic activation of serotoninergic fibers
in this area was associated with an increase of spatial memory performances. Quite
interestingly, this activation of serotonergic fibers also elicited synaptic potentiation, which was
blocked by 5HT4R antagonist. Synaptic plasticity, an activity-induced change in the weight of
a synapse, is widely recognized as a cellular mechanism necessary to storeim#redrgain
1314 within the hippocampus, long term memory is closely linked to durable forms of synaptic
plasticity, namely the long term potentiation (LTR}® and the long term depression (LTD)

1517 To date, literature data argued for a complex regulatory roléidhB-on the hippocampal
synaptic plasticity. Indeed, its modulation affect LTP and LTD in different ways depending on
the subzone considerédin the dentate gyrus (DG) of freely moving rat$iBsR activation
dose-dependently inhibits LT® and blocks LTD'. Conversely, its blockade facilitates LTD,

but does not affect LTP. In the CA3 area, BT4R activation inhibits both LTP and LTD,
while its blockade facilitates both form of plastidityivo®®. In the subiculum, througtx vivo
investigations, it has been shown that LTP is unaffected by either blockage or activation of 5-
HT4R, while LTD is inhibited by blockade and conversely enhanced by activation of this
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receptor?®, Regarding the CA1 area, things are a bit more complex as two different studies
conductedn vivohave led to conflicting results. One researchers’ group showed that activation

of 5-HT4R enhances LTPR!, while the other one reported no effect on LTP but an inhibited
LTD %2 In any case, it seems that blockage ¢ &R neither affects LTP nor LTD in CA1

area®2

To summarize the previously described resuks|ooking at hippocampal formation
as a whole, activation of BT4R seems to favor the induction of LTP over LTD. So far
misunderstood, the involved neurobiological processes should implied in certain way the
GABAergic system. Indeed, activation otbFsR has been shown to depolarize the - presumed
inhibitory - hilar neurons within the DG; an observation which was associated with
enhancement of GABAand GABAs receptor-mediated hyperpolarization of DG granule cells
23 Besides, if application of a 5-HR agonist did not change spontaneous GABA release from
hippocampal slices, a bidirectional modification was observed when the release was electrically
evokedj.e.increased and reduced at respectively low and high concentratidtilaRsagonist
24 Finally, 5HT4R has also been reported to regulate GAB&eptors in an activity-dependent
manner in the corte®. Therefore, effects of BT4R activation appear to rely, at least in part,

on excitatory state of GABAergic neurons.

The present study aims to better understand the interplayHifsRB-with GABA
neurotransmission within the modulatory effect of hippocampal Schaeffer’s collateral-CA1
synaptic plasticity. To this end, two different stimulation protocols for LTP induction, with
different pattern of electrical stimulations and thus a different sensibility to GABAergic

influences, were performed.
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Materials and methods:

l. Animals

Experiments were performed on adult (10-14 weeks old) NMRI male mice (Janvier
Labs, France), weighting 280g. Mice were group housed of 8 within standard polycarbonate
cages, with food and wated libitum and maintained in a regulated environment (22+1°C)
under 12h reversed light/dark cycle (light on from 8pm to 8am). All experiments complied with

the European Community guidelines and the French law on animal experimentation.

Il. Pharmacology

All drugs used were perfused at least 15min before any recording to ensure full diffusion
in the tissues and full expression of their effects. The selectW&R-agonist RS6733% (1-
(4-Amino-5-chloro-2-methoxyphenyl)-B-butyl-4-piperidinyl]-1-propanone hydrochloride)
and the selective B4R antagonist RS396042%" (1-[4-Amino-5-chloro-2-(3,5-
dimethoxyphenyl) methyloxy]-3-[1-[2-methylsulphonylamino]ethyl]piperidin-4-yl|propan-1-
one hydrochloride) were used at, respectively 1 oM and uM (based on these compounds
pharmacological profiles); and were both purchased from Tocris biosciendd4®A (N-
methyl-d-aspartate) and non-NMDA receptor antagonists (respectively, APV (2-amino-5-
phosphonopentanoic acid) and NBQX (2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo
[flguinoxaline-7-sulfonamide) were purchased from Sigma-Aldrich®. Likewise, GABA
receptor antagonist bicuculline methiodide ([R-(R*,S*)]-5-(6,8-Dihydro-8-oxofurogy, 4, 3-
benzodioxol-6-yl)-5,6,7,8-tetrahydro-6,6-dimethyl-1,3-dioxolo[4,5-g] isoquinolinium iodide,
10uM) and GABAs receptor antagonist CGP55845 (29-3-[[(19-1-(3,4-
Dichlorophenyl)ethyllamino-2-hydroxypropyl] (phenylmethyl) phosphinic acid) were obtained

from the same distributor.

[l Extra-cellular recordings

Mice were deeply anesthetized (isoflurane 5%) and decapitated. Brain was extracted
from the skull and submerged half a minute in ice-cold artificial cerebrospinal fluid (aCSF).
The aCSF composition was as follows (in mM): NaCl 124; KCI 3.5; MgE® NahPQ; 1.2;

CaCb 2.5; NaHCQ 26; Dglucose 12. The solution was bubbled with@D, carbogen gas
mixture (95%/5%) to keep the pH around 7.4. Hippocampi were removed from each

hemisphere and cut in 40 thickness transverse slices with a tissue chopper (Mcllwain®).

155



RESULTATS

Slices were then deposed in a holding chamber containing aCSF at 28°C at least half an hour

to recover from the slicing.

For recordings, slices were placed between two nylon meshes completely submerged in
a recording chamber and perfused with a constant flow rate of 2mL/min of a bubbled aCSF at
room temperature. All drugs were appligd direct bath perfusion. Synaptic responses of CAl
pyramidal neurons were elicited by stimulation of the Schaffer collateral. Stimulation pulses
(0.02msec duration) triggered by a computer controlled by the WinLTP® softfvarere
delivered by a stimulus isolation unit through a bipolar electrode. Responses were recorded
with glass micropipettes filled with 2M NacCl placed in the apical dendritic layer of the CAl

area.

For LTP recording, stimulation pulses were delivered every 10sec and field excitatory
post-synaptic potentials (fEPSP) were recorded. The mean slope of 3 successive fEPSP was
considered as a data point and electrical intensity of the pulses was set to obtain a baseline
fEPSP slope of 0.1mV/s. After 15min stable recordings for baseline, either one or the other of
the two protocols of different conditioning stimulus was applied to induce long-term
potentiation (LTP). High Frequency Stimulation protocol (HFS) consisted of a 100Hz tetanus
during 1sec (HFS). Theta Burst Stimulation protocol (TBS) consisted of 4 repetitions (0.1Hz)
of 5 burst separated by 200ms (5Hz). Each burst was constituted of 4 pulses at 100Hz. HFS and
TBS protocols impact network activity differently. Indeed, the first elicits a strongest excitatory
input, while the second requires specific GABAergic regulation through the @A&¥%&ptors
to induce LTP®3% Whatever the protocol considered, baseline recording was resume for 60min
after the conditioning stimulus. Therefore, the last 15min recording, reflecting LTP magnitude,
was used for statistical analysis. Additionally, for TBS protocol, arear under curve (AUC) of
the two first bursts responses were calculated. We then evaluated the potentiation of the second
burst corresponding to AUC2/AUC1, which reflect the efficacy of the TBS.

For NMDA receptors activity recordings, measurements were made in a low magnesium
aCSF (0.1mM) in the presence of NBQX (M). Stimulations were delivered as for the LTP
baseline (every 10s with a data point recorded based on the average of three successive
responses) and fEPSP and fiber volley (FV) slopes were recorded at increasing stimulus
intensity (300 to 500A). To evaluate the level of receptor activation, an index of synaptic
efficacy (kg) corresponding to the fEPSP slope/FV slope ratio was plotted against stimulus
intensity. Input/output (1/0O) curves were thus constructed in order to assess changes in NMDA

receptor activity after $4T4R activation or blockade.
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V. Patch-clamp recordings

Whole-cell patch-clamp recordings of CA1 pyramidal neurons were performed at room
temperature from acute hippocampal slices perfused with aCSF, using borosilicate patch
pipettes (5 M) filled with (in mM) CsCHOsS 140, CsCl 6, MgGI2, HEPES 10, EGTA 1,1,
QX-314 5, ATP 4, (pH 7.3; 290mosM). Membrane currents were acquired and filtered at 2Hz
using an AxoPatch 1-D amplifier (Axon Instruments). On-line acquisitions and analysis were
performed using WIinLTP softwaré. Series resistance was compensated and regularly
monitored throughout the experiment and recordings showing unstable (>20%) series resistance

were rejected.

GABAR-dependent synaptic current (IPSC) was evoked at 0.07Hz by electrical
stimulation of the Schaffer collateral/commissural pathway using a bipolar electrode located in
the stratum radiatum in the presence of extracellular NBQX (10uM) and APV (50uM).
RS67333 (10uM) was added during 30min and then washed out. A continuous recording was
performed, from the 10min preceding application of RS67333 (baseline measurement) until the

10min following wash out.
V. Statistical analyses

Data are expressed as mean+SE. $dftware was used for statistical analysis and p-
value lesser than 0.05 was considered significant. Analysis of variance (ANOVA) was
performed; followed, when necessary, by post-hoc multiple comparison test with a Bonferroni-

Dunn correction factor to investigate inter-group differences.
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Results:

l. 5-HT4R agonist, RS67333, did not affect HFS-induced LTP but inhibited TBS-
induced LTP.

When using HFS protocol, ANOVA with repeated measurements of mean fEPSP slopes
during the last 15min showed no group effect £6=0.022, p=0.8825), no time effect
(F,20=1.375, p=0.0915) and no group x time interactiqnz=1.209, p=0.2084) (figure 1A).

Thus, 1M of RS67333 did not change the stable and robust tetanus-induced LTP observed in
control condition (149.9+16% and 146+13% of baseline, respectively).

Conversely, when using the TBS protocol, ANOVA revealed a group effect
(F,33=5.937, p=0.0063), a time effect {bo=1.956, p=0.0019), but no group x time
interaction (k,58~=1.198, p=0.1530) (figure 1B and 1D). Whereas a stable LTP was observed
in control condition (133+5% of baseline), the magnitude of LTP was significantly decreased
in RS67333 treated hippocampal slices (whatever the concentration considered: 118+3% and
113+4%, for respectively 1 and iM). Post-hoc analysis with Bonferroni-Dunn correction
revealed a significant difference between the control slices group and RS67333-treated slices
groups (p=0.0121 and 0.0041 for 1 ombA) respectively), but no difference between both
RS67333-treated slices groups (p=0.5382) (figure 1D).

Il. Blockade of 5HT4R suppressed RS67333 effects on TBS-induced LTP

ANOVA with repeated measurements showed no group effect0.145, p=0,8655),
but a time effect (g2072.167, p=0.0004), and a group x time interactiopsgE1.577,
p=0.0047) (figure 1C). HT4R antagonist, RS39604, alone had no effect on LTP compared to
control group (128+10% and 128+11% of baseline, respectively), and blocked the RS67333-
induced decrease magnitude of LTP (129+9% of baseline for RS67333 + RS39604). Thus, this
result demonstrated that RS67333 inhibits TBS-induced LTP in the CA1 area of hippocampal
slices through specific activation oftbFsR.

[l Blockade of GABA\ receptors suppressed the effect (iR activation on
LTP

ANOVA with repeated measurements showed no group effeaf0.180, p=0.8356),
no time effect (k.20=0.958, p=0.5299) and no group X time interactio sg=0.816,
p=0.8365) (figure 2). Accordingly, TBS-induced LTP was similar with or without bicuculline
(10uM) (128+5% and 132+8% of baseline, respectively) and not different from LTP observed
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in RS67333 plus bicuculline treated hippocampal slices (131+6% of baseline). This last result
suggested that the decrease magnitude of TBS-induced LTP observedH¥iR &ctivation
acts though activation of GABAreceptors.

IV.  Activation of 5HT4R had no direct effect on GAB&receptor

ANOVA of the time course of evoked IPSC with or without RS67333 revealed neither
group effect (kz,7=2.468, p=0.1544), nor time effect{§2031.355, p=0.1172), or group x
time interaction (fss20371.158, p=0.2292). Here, we showed no effect 6fTaR activation
on evoked IPSC, their amplitude staying constant before and after addition of RS67333 in the
recording medium, as well as after washout (figure 3). Therefore, we demonstratedThBt 5-
activation did not directly enhance inhibitory transmission toward CA1 pyramidal neurons.

V. Activation of 5HT4R increased NMDAR responses

As regards to dose effect of RS67333 on NMDAR responses, two-way ANOVA with
repeated measurements showed a group effeeb3.581, p=0.0468), but neither stimulation
intensity effect (k,2070.716, p=0.501), nor group X stimulation intensity interaction
(Fs,40=0.542, p=0.706) (figure 4A). Post-hoc analysis revealed a significant difference between
control slices group and RS67333-treated slices groups (whatever the dose considered
p=0.00011 and p=0.01888, for 1 andilDrespectively).

VI.  Activation of 5HT4R decreased the potentiation of the second burst

One-way ANOVA of the potentiation of the second burst showed a treatment effect
(Fa,1674.826, p=0.0431) (figure 4B), demonstrating that RS67333 @at11fdecreased the
efficiency of the TBS protodo

VII.  GABAg receptors blockade mimicked and occludddaR activation effect on
LTP.

ANOVA with repeated measurements showed a group effeehsH3.950, p=0.0156),
a time effect (k,2071.626, p=0.0199), and a group x time interactiqp#=1.363, p=0.182)
(figure 5). Compared to control slices group (134.87+5.07% of baseline), magnitude of TBS-
induced LTP was significantly decreased in slices infused with RS67333 alonk, (10
p=0.0183) and non-significantly decreased with CPG55645 alqié, (@ selective GABA
receptor antagonist, p=0.078) or combination of both compounds (p=0.0966) (113,290+4.55%
116.98+8.03% and 115.87+8.34% of baseline, respectively). Furthermore, all three treated

groups were not different from each other (p=1). Thus, the concuridmzR-activation and
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GABAgR blockade did not produce a stronger impairment of TBS-induced LTP than
modulation of each of these receptors taken apart.
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Discussion:

We demonstrated for the first time thaH34R activation on LTP in CA1 field of
hippocampus led to highly contrasting effects, according to the conditioning protocol used.
Thus, throughex vivoexperiments, we observed either an unaffected LTP or a conversely
highly decreased potentiation (HR&®rsusTBS). As discussed later, the in-between key
difference of the two conditioning stimulation protocols stands in the recruitment of GABA

neurotransmission.

The classic HFS conditioning protocol (100Hz tetanus during 1sec) is less sensitive to
GABA neurotransmission variation than TBS prototoWhile using such a protocol, we did
not observed an effect of 3T4R activation on the magnitude of CA1 hippocampal LTP.
Interestingly, this first observation is consistent with an existingvo study conducted in the
CA1l area of freely moving rat&. In this study, ManahaWaughan’s team used a similar
(100Hz tetanus during 1sec) induction protocol but repeated it 4 times. On the contrary, in the
sole other study conducted vivo in the same area by the group of Matsumoto, contrasting
results were reportét Comparisons of this last work to either our study or Manahan-Vaughan
team’s one are difficult to draw. Indeed, Matsumoto and collaborators have recorded population
spike (PS) amplitude (somatic responses), whereas we, like MaNWahgimn’s team,
recorded fEPSP slope (dendritic response). Existing data indicates HiaR5activation-
induced changes in fEPSP slope correspond with changes in PS amplitude. But these data were
collected in the dentate gyrd&'® and in the CA3 are&’. Thus, we cannot rule out the
possibility that fEPSP slope and PS amplitude respond differentlyHftuB-activation in the
CALl area. Furthermore, the authors observed 3HdT4R activation induced an increased
potentiation with an entirely different LTP induction protocol (5 trains at 1Hz, each composed
of 8 pulses at 400Hz).

Conversely, TBS protocol is viewed as a more physiological pattern of stimuiation
Indeed, TBS mimics two particularities of hippocampal physiology: the complex spike
discharges of pyramidal neuroffsand the rhythmic modulation of their excitability during
theta rhythm?®. Hippocampal theta rhythm was originally described as the arousal ri$thm
and was associated with motor beha¥pand the updating of the cognitive spatial map though
hippocampal place celf$, as well as with memory and learning proces$é® Numerous
studies have shown that TBS-induced LTP is more susceptible than HFS-inducétita TP

various experimental manipulations, many of which also lead to memory deficits. When TBS
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protocol was used herein, activation of%4R led to a significant decrease of the magnitude

of LTP. This is the first time that effect such an effect e &R activation on TBS-induced

LTP is reported. Nonetheless, in1992, before the discoverHdiB, oneex vivoexperiment

had investigated the effect of serotonin application on rat hippocampal8liteshis study,
Corradetti and collaborators reported no change of HFS-induced LTP (consistent with our
previously discussed result), and a decrease of primed burst-induceti. dffhote, primed

burst protocol in this study shares close properties with the TBS protocol we used, in such a
way that a similar time interval was used between priming pulse and the following burst (4
pulses at 100Hz). Hence, in line with our result, one might hypothesize that impairments of
LTP observed with serotonin application rely on activation BifTaR. At that time, effects on

the primed burst induced LTP was attributed to activation ldf 5rand 5HTs receptors, the
former hyperpolarizing pyramidal cefi8while the latter enhancing GABA reled$eTo make

certain the action specific ofl374R on the observed decrease magnitude of TBS-induced LTP,
we used a highly selective antagonist, RS39604. This antagonist affords a 1000 time higher
affinity for type 4 receptor of serotonin rather than both 1A afid\&hereas RS39604 had no
effect alone, it blocked RS67333-induced decrease magnitude of TBS-induced LTP.
Furthermore, the similar effects observed at 1 and 10uM of RS67333 also argued in favor of a
specific involvement of 5-HT4R. Indeed, considering the pharmacological profile of RS67333,
if 5-HT1R or 5HT3R (pKi=6.4 for both receptors) were involved in the decrease of LTP
magnitude observed at 10uM (~90% receptor occupancy), one would have obtained different

results for the IM dose (~50% receptor occupancy).

As regards to the different effects of serotonin application according to the protocol they
used, Corradetti’s team argued at that time that the HFS represents a so powerful type of afferent
stimulation that it overcomes the inhibitory action of 5-HT on LTP induction. Herein, we tried
to explore further the mechanism at work and first investigated whether a direct effect of 5-
HT4R activation on either AMPAR or NMDAR activity was involved. On basal synaptic
transmission (relying on AMPAR activity), we reported no effect of RS67333Mf hut a
small increase at 1/ (supplementary data). However, modification of basal transmission is
unlikely to be involved on the reported decrease of TBS-induced LTP since it was similar with
the two doses of RS67333 (1 angif). Moreover, RS39604 failed to block RS67333-induced
increase in basal transmission, suggesting that this effect may not invidivgR5As regards
to NMDAR, while a decrease of their activity would have explained impairments of LTP,
RS67333 induced an increase in NMDAR activity (recorded in lové*Mgedium with a
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blockade of non-NMDA receptors). Furthermore, HFS-induced LTP also required NMDAR
and was unaffected by RS67333. Hence, RS67333-induced increase of NMDAR activity did
not account for the reported effect on TBS-induced LTP.

As stated earlier in the introduction, several studies have advanced converging
arguments for a role of GABAergic transmission in the modulatory roleHif4® on synaptic
plasticity 225, Here, we reported that BT4R activation did not change the amplitude of
evoked IPSC at low frequency. Consistent with the absence of modification after application of
a 5HT4R agonist of endogenous GABA release from hippocampal slices &t, ridxs result
suggest that BT4R activation did not modify basal GABA neurons excitability. Contrarily,
effects of 5HT4R activation on TBS-induced LTP appeared to mainly rely on modifications of
GABAergic functioning. Indeed, we observed thgheexpected potentiation of the second
burst of the conditioning stimulus was abolished witHBR agonist;) GABAAR blockade
suppressed impairments induced bl BsR activation;sy GABAgR blockade alone induced
similar impairments of synaptic plasticity thanrH34R activationsy concomitant GABAR
blockade with S-T4R activation did not produce additive effect. Taken together, these results
argue for a major interplay of B4R activation with GABAergic functioning, notably during
the conditioning stimulations of TBS protocol. Indeed, one of the property of TBS protocol
relies on the increase of action potential firing across bursts repetition, which results from
cumulative loss of synaptic inhibitioft. Post-burst hyperpolarization caused by synaptic
activation of both GABAR and GABAR — being more or less suppressed across bursts,
according to the inter-burst interval. Of note, the loss of inhibition has been described to most
rapidly occur with a 200msec burst interval (as used K&rfe)rthermore, this loss of inhibition
was confirmed in our experiments, since no change of TBS-induced LTP was observed in the
presence or the absence of the postsynaptic G&BAntagonist, bicuculline. When we
investigated the effect of RS67333, we did not observe burst potentiation across conditioning
stimuli, suggesting that BT4R activation has prevented TBS protocol-induced inhibition of
GABAergic neurotransmission. Therefore, we investigated the G&BAeurotransmission
and demonstrated that co-application of RS67333 with a selective @RABAtagonist fully
blocked effect of 34T4R activation on TBS-induced LTP. This result demonstrated that 5-
HT4R activation required an activation of GARR to impair the TBS-induced LTP. As regards
to GABAgR neurotransmission, we reported that blockade of G#&BAby CGP55845,
induced similar impairments of TBS-induced LTP thad &R activation. GABAR are both

pre- and post-synaptically localized and depending on this localization, their blockade exe
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different effects on TBS or HFS-induced LTP. This was demonstrated by a study using an
antagonist of GABAR with a different affinity for pre and post-synaptic receptors (i.e. high
affinity for post-synaptic receptors and low affinity for pre-synaptic receptbrBjockade of
post-synaptic GABAR enhanced HFS-induced LTP as well as TBS-induced LTP. Concurrent
blockade of both pre and post-synaptic receptors by a higher concentration of antagonist had
no further effect on HFS-induced LTP (i.e. it was still potentiated) demonstrating that HFS-
induced LTP is unaffected by pre-synaptic GAEBA Conversely, blockade of both receptors
impaired TBS-induced LTP. As stated before, TBS induces a cumulative loss of synaptic
inhibition 3. This phenomenon, that lasts for about a sedfncklies on the activation of
presynaptic GABA auto-receptors to disinhibit the postsynaptic elenefftand decrease
GABA release allowing sufficient depolarization and hence the activation of NMDA receptor
leading to LTP. Hence, blockade of all GABR reactivates GABAergic transmission during
TBS through GABAR (and pstsynaptic GABAR if they are not blocked); therefore
impairing TBS-induced LTP.

As we observed an impairment in TBS-induced LTP but no effect on HFS-induced LTP
with RS67333, we hypothesize thatF4R activation somehow alters the role of GAB&uto-
receptors in the GABAergic neurotransmission. The fact that concurrent action of RS67333 and
CGP55845 produced the same effect than each compounds alone further support this

hypothesis, suggesting an overlapping mechanism of action.

Taken altogether, our results suggest that activation T/ induced a preserved
inhibitory neurotransmission during a TBS protocol induced LTP. Consecutively, the
preservation of GABA release (or absence of loss of inhibition) has enabled an activation of
postsynaptic GABAR neurotransmission. In turn, this has decreased the excitability of

Schaffer collateral-CA1 glutamatergic synapse eliciting impairments of TBS-induced LTP.

This observation leads to put in question the exact nature of the negative regulation 5-
HT4Rs exert on GABA auto-receptors action in GABAergic neurotransmission. A first
possibility is an indirect action through the release of other neurotransmitters, such as the
acetylcholine whose receptors are presents on interneurons in té @Askcond one is a
direct effect through HT4R located on GABAergic interneurons. However, such mechanisms
would require the presence otbFsR on GABAergic interneurons which is not consistent with
existing data as the expression dfibaR mMRNA does not seem to co-localize with the Gad-65
mRNA (a marker of GABAergic neurons) in the hippocanus
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The precise elucidation of the mechanisms by whietTaRs exert their regulation on
synaptic plasticity still needs a lot of work. However, this study points toward the exploration
of the regulation of the inhibitory system by GABAuto-receptors and their role in the
hippocampal network. Furthermore, our results are a reminder of the usefulness of the theta-
burst stimulation protocol to induce LTP in the context of learning and memory, both for its

physiological relevance as well as for its sensibility to subtle modulations.
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Figure 1: 5HT4R agonist, RS67333, inhibits TBS- induced LTP through activation of

5-HT4R in hippocampal CAl

A., RS67333 @a10uM concentration does not affect LTP induced by HFS (100Hz
tetanus)B. RS67333 at 1 and 10uM concentration inhibits LTP induced by TBS (*p<0,05 vs
RS67333 LM ; **p<0,01 vs RS67333 1QM). C. RS67333 (10uM) effects on TBS-induced
LTP are blocked by RS39604 (1uM), &3+4R antagonist that has no effect by itself on such
LTP.D. Comparison of the mean fEPSP slope for the last 15 minutes of all conditions (*p<0,05
vs RS67333 IM ; **p<0,01 vs RS67333 10M).
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Figure 2: GABA, antagonist, bicucullineat 10uM suppresses the effects of SHT R

agonist RS67333 at 10uM on TBS-induced LTP in hippocampal CAl

At 10uM, bicuculline alone did not modify the strength of TBS-induced LTP but prevented
RS67333-induced decrease of LTP amplitude. Of note, bicuculline changed the post-tetanic
potentiation slope.
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Figure 3: S5HT,R agonist, RS67333, at 10 uM concentration does not affect the

amplitude of evoked IPS@ pyramidal CA1 neurons
A. Time-course of RS67333 effect on evoked IPSCs amplitude. RS67333 (10uM) was applied
after 10 min of stable baseline of GABAlependent IPSCs evoked at 0.06 Hz. IPSC amplitude

was normalized to the mean amplitude of baseline current for each cell. N =5 cells in 5 slices
from 5 mice.B. Example of RS67333 effect on evoked IPSCs in a pyramidal CA1 neuron.
GABA ,-dependent IPSCs were evoked from a -30 mV holding potential (dashed line) by

electrical stimulation of thetratum radiatumin the presence of 10um NBQX and 50uM AP-
5, to respectively block AMPA and NMDA receptors. Black: control IPSC; light grey: after 25
min RS67333 infusion; dark grey: after RS67333 washout.
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Figure 4. 5HT,R agonist, RS67333, slightly enhances NMDAR response and

decreases primed burst area under curve
A. RS67333 increases NMDAR responses at 1 api1(®p<0,05 vs control ; ***p<0,001 vs

control), L index of synaptic efficiencyd. RS67333 decreases the potentiation of the second

burst elicited by the first one (AUC: area under curve).
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Figure 5: GABAGR antagonist, CGP55845 at 1uM inhibits TBS-induced LTP and
occludes SHT,R agonist, RS67333, effect on CAl pyramidal neurons from hippocampal

slices

At 1uM, CGP55845 impairs TBS-induced LTP at the same level than RS67333 at
10puM. Concurrent application of both does not further impair TBS-induced LTP. (*p<0,05 :
RS67333 vs control)
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3. Données complémentaires a I’article

En complément desxpérimentations décrites dans I’article 1, centrées sur la LTP, des
mesures ont été effectuées sur d’autres paramétres de 1’activité synaptique ainsi que sur une

aure forme de plasticité synaptique, la LTD.

Effets de I’agoniste des 5-HT4R, RS67333, sur la transmission de base AMPA et

la facilitation appariée

L’analyse de variance révele un effet groupe(F3:42=2.928, p=0.0446), aucun effet de
I’intensité de stimulation (R2:26=0.553, p=0.581) et aucune interaction groupe X intensité
(Fe:8470.245, p=0.96) figure4H. L’analyse post-hocindique que cet effet est di a une
différence significative entre le groupe contrdle et le groupe RS67333 a 10uM (p=0.0083).

L ajout du RS67333 augmente donc la transmission de base AMPA, indépendamment de

I’intensité de stimulation, dans la région CA1 chez la souris NMRI jeune.

] 600uA 800UA 100QuA

]

1,5 4

Index d'efficacité synaptique

Contrle (n=15) RS 67333 0,1 uM (n=15) RS 67333 1 M (n=15) RS 67333 10 pM (n=15)

Figure45: Courbe I/O :effet de I'agoniste des SHTAR, RS67333 sur la transmission de b
différentes concentrations et différentes intemeiéstimulation

Les analyses statistiques menées sur les enregistrements de PPF indiquent un effet du

traitement par le RS67338Bdgure 46. En effet, ’ANOVA en mesures répétées indique un effet
groupe(F@3;13=3.667, p=0.0202).
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Figure46:Effet de I 'agoniste des SHT4R, RS67333 a différentes concentrations sur la@PF
p<0.01vs contrble)

L’analyse post-hocaévele des différences significatives entre les valeurs de PPF dans le
groupe controle, ¢’est a-dire non traité, et le groupe ayant été en contact avec le RS6id88 a 1
(p=0.0056) et a 1M (p=0.0082).

Effetsde [’antagoniste des 5-HT4R,RS39604 sur la transmission de base AMPA

et la facilitation appariée
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Figure47: Courbe /O, effet du blocage des récepteutf Bpar I antagoniste RS39604, sur la transmission de base AMPA a
différentes intensités de stimulation
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L’analyse de variance ne révele aucun effet groype 56=0.919, p=0.412), aucun effet
de I’intensité de stimulation (k2 :56=0.074, p=0.929), ni aucune interaction groupe X intensité
(Fe:11271.176, p=0.327), indiquant que le blocage dekIR n’affecte pas la transmission de
base AMPA dans la région CA1.

Les analyses statistiques menées sur les enregiatsaia PPF n’indiquent pas d’effet
du traitement par le RS39604 (ANOVA en mesures répetées0.249, p=0.861).
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Figure48: Effet du blocage des récepteurs 5-HT4 par
lantagoniste RS39604 sur la PPF

Effetsde I’agoniste des 5-HT4R, RS67333, sur laLTD
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Figure49: Effet de l'agoniste des 5-HT4R, le RS67333, & différentes concentrations, 4UFk
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L’ ANOVA effectuée sur ces données indique une tendance, non significative, a faciliter
I’induction de la LTD par I’activation des 5-HT4R (effet groupe : ;44=2.923, p=0.0643). Il
n’y a pas d’effet temps (Fo9:127671.217, p=0.1988), ni d’interaction groupe X temps
(F8;127671.235, p=0.1142).

Effetsde [’antagoniste des 5-HT4R,RS39604 sur la LTD
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Figure50: effet du blocgedes récepteurs 5-HT4 surla LTD

L’ANOVA effectuée sur ces données indique que le blocageld&st5n’a pas d’effet
sur la LTD (effet groupe :(F15=1.741, p=0.2068). Il n’y a pas d’effet temps (F(29:435=0.993,
p=0.4794) ni d’interaction groupe x temps (fo:435=1.012, p=0.4505).

Etude de déplacement Hantagoniste RS39604 par’hgoniste RS67333 : effets

sur la transmission de base, la facilitation appariée et la LTD

L’ANOVA effectuée sur les mesures de transmission de base révele un effet groupe
(F,3075.49, p=0.00929), un effet intensité(fo=6.01, p=0.00642) mais pas d’interaction
groupe X intensité (kz076.01, p=0.00642). L’analyse post-hocindique une différence
significative entre le groupe contréle et le groupe traité par la combinaison du RS39604 et du
RS67333 (p=0.00051).
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Figure51: Blocagedes effets de ['agoniste RS67333 par 'antagoniste RS39604 sur la transmission de base
(*** p<0.0001 vs controle)

L’ANOVA réalisée sur les données de PPF indique un effet groupe (F3;2474.341,
p=0.0140). Cet effet est le reflet d’'une différence significative entre le groupe contrdle et le

groupe associant RS 39604|dMet RS 67333 a 1M (p=0.0017).
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Figure52 Blocag: des effets de I'agoniste des 5-HT4R, RS 67333, sur la PREr /'antagoniste RS
39604. L antagoniste des récepteurs 5-HTa bloque les effets de I'agoniste a concentration égale
mais lorsqu’on augmente la concentration de ce dernier ils réapparaissent (* 1p<0.01 vs contrble
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L’antagoniste des 5-HT4R est donc capable de bloquer les effets de 1’agoniste a
concentration égale, mais ceux-ci réapparaissent quand on augmente la concentration de

I’agoniste.

L’ANOVA effectuée sur les résultats de LTD indique une absence d’effet groupe
(F2:3770.512, p=0.6034) ainsi qu’une absence d’effet temps (F(29 ;107371.270, p=0.1551) et pas
d’interaction groupe x temps (Fs ;107370.525, p=0.9987).

O Contro6le (n=20) [0 RS 39604 1puM (n=8) © RS 39604 1uM + RS 67333 10uM (n=12)
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Figure53: Blocage des effets de ['agoniste des S-HTaR RS67333 sur la LTD par l'antagoniste RS39604
4. Discussion des données complémentaires

L’objectif de ce travail était d’étudier les effets d’une modulation pharmacologique de

I’activité des 5-HT4R surl’activité synaptique de souris saines (tableau 5.

Transmission de base PPF LTD

RS67333 7 \ 7
RS39604 - - -
RS39604 + RS67333 /7 \ -

Tableau 5: Effets de la modulation de I'activité Beepteurs 5-HT4 sur la transmission de basepisticité synaptique
hippocampique de la région CAJ)# - augmesidy, : diminution, «== : absence d’effet) . RS67333 = agoniste S-HT4R;
RS39604 = antagonistetbr.R
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Nos expérimentations ont permis de mettre en évidence une augmentation de la
transmission de base uniquement lors de 1’application de la plus forte dose de RS67333. Cette
augmentation de la transmission de base avait également été retrouvé dans des travaux
précédents a 1’aide d’un autre agoniste des récepteurs 5-HT4, le prucalopride a 5uM (Spencer
et al., 2004)Toutefois, une absence d’effet a également été démontré suite a I’application d’un
autre agoniste desBT4R, le SDZ216454, n’a aucun effet sur les fEPSP dans des conditions
similaires (Mlinar et al., 2006). La disparité des résultats obtenus pourrait résulter du fait de
simples considérations méthodologiques : en effet, toutes ces études ont utilisé un agoniste des
5-HT4R différent. Il est donc possible que les profils pharmacologiques particuliers de chaqu
agonistes soient responsables de ces différences. Par exemple, Spencer et collaborateurs ont
utilisé un agoniste partiel, le prucalopride, d’affinit¢ similaire au RS67333 que nous avons
utilisé mais a une dose deux fois moindre ce qui explique I’observation d’une augmentation de
la pente des fEPSP plus modeste dans leur étude que dans la nétre (116 %®vs 128
d’augmentation). De plus, nous avons travaillé sur des souris et les deux études citées ont
travaillées chez des rats de souches différentes (lister-hooded pour Mlinar et Wistar pour
Spencer) or de nombreuses études ont démontré des différences de réponses face a des
interventions pharmacologiques entre ces deux souches (McDermott et Kelly, 2008 ; Renard et
al, 2012; Thalainen et al, 2016). Si I’on considére que, déja au sein d’une méme espéce, des
variations de sensibilité inter-souches face a des interventions pharmacologiques visant des
récepteurs de neurotransmetteurs ont déja été décrites dans la littérature, il ne semble pas

¢tonnant d’observer de telles différences entre espéces.

Enfin, nous avons observé qu’en présence d’un antagoniste des 5-HT4R, le RS39604 a
1uM, qui n’a pas d’effet seul sur la transmission de base, les effets du RS67333 persistent. Il
est donc possible que ces effets ne découlent pas entiérement d’une activation des 5-HT4R. Ces
résultats en présence de RS39604 sont cependant a examiner avec précautiaril, @@ffe
rapporté que cet antagoniste est en fait un agoniste partiel (Claeysen et al., 2000) et on peut en
effet observer une lIégére augmentation de la transmission de base. Par ailleurs, il est possible
gue nous ayons Ui§¢ une concentration trop faible d’antagoniste pour bloquer les effets de
I’agoniste, méme si ¢’est peu probable étant donné que cette méme concentration est a méme
de bloquer les effets de 1’agoniste a la méme concentration dans les mesures de plasticité que

nous avons effectuées.
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Au cours de cette étude, nous avons aussi étudié la PPF, une forme de plasticité
synaptique a court terme, ce qui n'‘avait pas encore été fait & notre connaissamésultats
obtenus en présence de 1’agoniste RS67333 montrent une diminution de la PPF a la plus haute
dose testée, alors que l'antagoniste n'a pas d'effet par lui-méme sur la PPF. Les variations de
PPF peuvent étre expliquées par une modification de la probabilité de libération de
neurotransmetteurs. Plus la probabilité de libération de neurotransmetteurs est élevée, plus la
PPF va étre faible @ice-versaZucker and Regehr, 2002).

Ici cette diminution de la PPF pourrait donc s'expliquer par une augmentation de la
probabilité de libération de glutamate au niveau de I'élément pré-synaptique. Ces résultats
pourraient donc étre cohérents avec notre observation d’une augmentation de la transmission
de base par le RS67333. Cependant, I'existencéHiaf$-au niveau pré-synaptique n‘a encore
jamais été décrite dans la région CA1 de I'hippocampe, les études existantes les situant plutét
au niveau dendritique (Varnas et al., 2003), voire méme somatique (Bickmeyer et al., 2002)
Une autre hypothese, en lien avec celle décrite dans 1’article 1, impliquerait une activation des
5-HT4R sur les interneurones. En effet, il a été rapporté qu’une diminution des IPSC rapides
(médiés par les récepteurs GABAerait en partie a 1’origine du phénoméne de PPF dans la
région CA1l chez le rat (Nathan and Lambert, 1991). On pourrait donc supposer que le RS67333
bloguerait la diminution du second IPSC lors du protocole de PPF. Des expériences

supplémentaires sont cependant nécessaires pour valider cette théorie.

Enfin, nous avons étudié les effets de la stimulation ou du blocageHiEfR5sur la
LTD. Les seules données de la littérature sur le sujet nous viennent d'unia &iudéKemp
et Manahan-Vaughan, 2005) dans laquelle les auteurs rapportent une inhibition de la LTD par
l'activation des 4T4R et une facilitation de celle-ci par leur blocage. Ici, nous rapportons une
alsence d'effet du RS67333 sur la LTD bien qu'il y ait une tendance non significative a faciliter
la LTD par rapport aux conditions contréle. Par ailleurs, I’antagoniste RS39604 n'exerce aucun
effet sur la LTD et lorsqu'il est présent en méme temps que I’agoniste RS67333, il supprime la
tendance a la facilitation de la LTD que ce dernier provoque seul. Nos résultats sont ici en
désaccord avec la littérature. Il est possible que la simple différence de parnadrgrogersus
ex Vivosoit, 1a encore, a I’origine de ces désaccords. Ainsi, en ce qui concerne I’absence d’effet
de I’antagoniste sur la LTD que nous rapportons ici par rapport a I’effet facilitateur observé in
Vivo, cela peut assez facilement s’expliquer par le blocage d’un tonus sérotoninergique in vivo

qu’on ne retrouve évidemment pas dans notre étudex vivo
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De méme, le blocage de la LTD par 1’agoniste, décrit in vivo pourrait étre dU a un effet
indirect de I’activation des 5-HT4sR (Matsumoto et al., 2001}’est-a-dire impliquant une

augmentation de la libération de sérotonine ou d’acétylcholine.

Nos travaux menés sur la souris NMRI nous ont donc permis de confirmer 1’existence
d’un role majeur des 5-HT4R sur la régulation de I’activité synaptique de la région CA1 de
I’hippocampe. Nous avons retrouvé une augmentation de la transmission de base par la
stimulation des F4T4R déja décrite dans la littérature et montrons pour la premiere fois une
augmentation de I’activité des récepteurs NMDA ainsi qu’une diminution de la PPF suite a
I’activation de ces récepteurs. De plus, nos études de plasticité synaptique révélent un réle
inhibiteur de I’activation des 5-HT4R sur la LTP induite par TBS ce qui n’avait jamais été décrit
avant et qui semble passer par le blocage des autorécepteurs GABAB. Enfin, nous avons, en
contradiction avec la littérature, révélg effet facilitateur de 1’activation des 5-HT4R sur la
LTD.

Ces travaux nous renseignent sur les effets de la stimulationtiB$R5sur 1’activité
synaptique hippocampique de la souris saine. Pour confirmer la validité de ces récepteurs en
tant que cible thérapeutique, il est cependant nécessaire de réaliser ce type de travaux dans des

conditions pathologiques, ce qui a fait I’objet de notre troisieme étude.
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. Etude des effets de la stimulation des réceptetd$ ssur la plasticité synaptigue

mesurée sur rdnches d’hippocampe dans un modéle murin d’hyper-

amyloidogénése, la souris 5xFAD

1. Objectifs

La MA est une maladie de la mémoire et I’induction de déficit mnésiques est I’un des
criteres essentiels de validité lors du développement des modéles animaux de cette pathologie
La diminution des facultés mnésiques touche particulierement la mémoire épisodique dans
laquelle 1’hippocampe joue un réle majeur. Or, dans cette structure il a été rapporté des
altérations de la plasticité synaptique a long terme, un puoecegsi est a ’heure actuelle
considéré comme le support biologique de la mémoire. Ces altérations ont été décrites dans de
nombreux modéles de la MA et notamment chez la souris 5xFAD. Ces souris sont un modele
intéressant de la MA, notamment car elles présentent de nombreuses caractéristiques de la MA
(neuroinflammation, plaques amyloides, troubles mnésiques). Par ailleurs, ces souris
développent une pathologie amyloide dont la cinétique est comparable a celle observée dans la

MA chez I’homme, les plaques amyloides apparaissant en amont des troubles mnésiques.

De facon intéressante, il a été rapporté que la stimulatioivo des 5HT4R chez ces
souris permet de récupérer des fonctions mnésiques normales dans des tests comportementaux
mettant en jeu des systemes de mémoire hippocampo-dépendantes (Baranger et al., 2017;
Giannoni et al., 2013])1 apparait donc intéressant d’étudier les effets d’une telle stimulation

sur la plasticité synaptique dans I’hippocampe chez les souris SxFAD.

Comme ous I’avons déja évoqué, les effets de la modulation de ’activité des 5-HT4R
sur la plasticité synaptique hippocampique sont encore assez peu connus dans des conditions
physiologiques. La nature de ces effets dans des conditions pathologiques a donc, sans surprise,
été beaucoup moins explorée et, en ce qui concerne les modeéles anifaaWAdd n’existe
a notre connaissance aucune étudée sujet. Notre objectif est donc d’étudier les effets d’une
stimulation des FT4R sur la transmission synaptique et sur la plasticité synaptique
hippocampique dans la région CA1 chez la souris 5XFAD, en référence a la souris C57/BL6
dont elle dérive.
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2. Résultats

Les données présentéesdeisous feront 1’objet de la préparation et soumission d’un
article qui n’est, a ce jour, pas encore rédigé. Aprés avoir étudié les caractéristiques
électrophysiologique de la souche de souris 5XFAD par rapport a sa souche de référence (souris
C57BL/6), nous avons étudi¢ les effets d’une stimulation des 5-HT4R par le RS67333.

Effet du génotype sur la transmission de base et sur la PPF

L’ANOV A menée pour comparer la transmission de base entre les deux souches indique
un effet du génotype (F(1,37)=4.681, p=0.0370) et un effet de I’intensit¢ de stimulation
(F(2,74)=4.491, p=0.0144) maisasp d’interaction génotype x intensité de stimulation
(F(2,74)=1.661, p=0.1969). Les souris 5XxFAD ont une transmission de base diminuée par
rapport aux souris C57/BL6 dans la région CAL.
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Figure54: Comparaison de la transmission de base entsolaigs C57/BL6 et les souris 5XFAD (* p<0.(

L’ANOVA effectuée sur les données de PPF n’indique pas d’effet du génotype
(F(1,38)=1.169, p=0.2863). Les souris C57/BL6 et 5XFAD expriment la méme PPF au niveau
de la région CAL.
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Effet du génotype sur la plasticité synaptique
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Figure56: Comparaison de la LTP entre les souris 5xFAR®sburis C57

187



RESULTATS

L’ANOVA effectuée sur les mesures de LTP comparant les souches de souris 5xXFAD
et C57/BL6 n’indique pas d’effet du génotype (F1.3171.528, p=0.2257), ni d’effet temps
(F.2071.115, p=0.3089) et pas d’interaction génotype X temps (kz,2970.875, p=0.6575). IIn’y
a donc pas de différence entre la LTP générée chez les souris 5XFAD et le souris C57/BL6 bien

qu’on observe une diminution apparente sur le graphique.
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Figure57. Comparaison de la LTD entre les souris 5XFAD etdesis C57 (*p<0.05 vs C57)

Au contraire des mesures de LTP, ’ANOVA réalisée sur les mesures de LTD indique
un effet du génotype (f2276.923, p=0.0153) mais pas d’effet temps (F(1,2070.994, p=4759)
ni d’interaction génotypex temps (k1,2070.753, p=0.8236). La LTD est donc plus importante

chez les souris 5XFAD que chez les souris C57/BL6.

Effets de l’agoniste 5-HT4R, le RS67333, sur la transmission de base et la
facilitation appariée chez la souris C57/BL6

L analyse de variance des mesures de transmission de base révele un effet groupe
(F2:30=9.167, p=0.000782)ucun effet de I’intensité de stimulation (F2;30=3.285, p=0.0513
et aucune interaction groupe x intensité de stimulgfrsg=0.149, p=0.941).
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L’analyse post-hodndique un effet dose-dépendant du RS67333 : on observe ainsi une
différence significative entre le groupe contrble et les deux groupes RS673BB: (1
p=0.0199; 10uM : p=0.000013) ainsi qu’entre les deux groupes RS67333 (p=0.0053). Le
RS6733 augmente donc la transmission de base de facon dose-dépendante dans la région CAl

chez les souris C57/BL6 et dadépendamment de 1’intensité.
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Figure59 courbe I/O, Effet de la stimulation des réceptédr, par le RS67333 sur la transmission de be
différentes intensités de stimulation (*p<0.05,g001 vs contrile ; ##p<0.01 vs RS673aB1) chez la
souris C57/BL6
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Figure58: Effet & / ‘agoniste 5-HT4R, le RS67333, sur la PPF (**p<0.01 vs contr@p<0.015
vs RS67333 1uM) chez la souris C57/BL6
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L’ANOVA effectuée sur les résultats de PPF rapporte un effet groiifaes>=9.01,
p=0.000787) qui est d0 a des différences significatives entre le groupe RI67BB®t le
groupe controle (p=0.0032) ainsi qu’entre les deux groupes RS67333 (p=0.0315).

Effets de l’agoniste 5-HT4R, le RS67333, sur la transmission de base et la
facilitation appariée chez la souris 5xFAD

L’ ANOVA réalisée sur la transmission de base indique un effet groupe (F(2,30)=11.71,
p=0.000175), pas d’effet de I’intensité (F(2,30=1.765, p=0.188) et pas d’interaction groupe X
intensité de stimulatiofFu4,607=0.048, p=0.966). L’analyse post-hocrapporte des différences
significatives entre le groupe controle et les groupes RS6743d@3[d=0.000003) et RS67333
10uM (p=0.0000012) et entre les deux groupes RS67333 (p=0.0022). Le RS67333 augmente
donc la transmission de base dans la région CA1 chez les souris 5xFAD.
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Figure 60 effet du RS67333 & différentes concentrationffératites intensités sur la transmission de be
(***<0.001 vs contréle ; #p<0.01 vs RS67333 1uM) chez la souris 5XFAD

L’ANOVA menée sur les données de PPF n’indique pas d’effet groupe (kz,28~=1.998;
p=0.155). Le RS67333 n’influence donc pas la PPF dans la région CA1 chez les souris SXFAD.
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Figure 61: Effet b I'agoniste des 5-HT4R, le RS67333, a différentes concentrations <
PPF chez la souris 5xFAD

Effets de [’agoniste 5-HT4R, le RS67333, sur la plasticité synaptique (LTP et
LTD) chez les souris C57/BL6
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Figure62: Effet de I'agoniste des 5-HT4R, le RS67333, sur la LTP chez la souris C57 0%, **p<0.001 vs controle
##p<0.01 vs RS67333IU)
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L’ ANOVA effectuée sur les enregistrements de LTP (induite par TBS) indique un effet
groupe (Fe,45716.989, p<0.0001) mais pas d’effet temps (F,20=1.277, p=0.1492) ni
d’interaction groupe x temps(F@ss=1.060, p=0.3564). L’analyse post-hoc révele des
différences significatives entre le groupe contréle et les groupes RS67333 (p=0.0035 pour le
groupe LM et p<0.0001 pour le group&OuM) ainsi qu’entre les deux groupes traités
(p=0.0088). Le RS67333 diminue donc de facon dose-dépendante la LTP dans la région CA1
chez la souris C57/BL6.
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Figure 63 Effer de [ 'agoniste des 5-HT.R, le RS67333, sur la LTD chez la souris C57/BL6

L’ANOVA effectuée sur les enregistrements de LTD ne révele ni d’effet groupe
(F2,3272.769, p=0.0778), ni d’interaction groupe X temps (Eks8=0.828, p=0.8161); en
revanche on observe un effet tempg 4§=1.504, p=0.0432). Le RS67333 aurait donc une

tendance non significative a augmenter la LTD.
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Effets de I’agoniste 5-HT4R, le RS67333, sur la plasticité synaptique (LTP et
LTD) chez les souris 5XFAD

L’ANOVA effectuée sur les enregistrements de LTP (induite par TBS) indique un effet
groupe (F245=10.0145, p=0.0002) mais pas d’effet temps (F(,20~=0.855, p=0.6871) ni
d’interaction groupe x temps (kss=1.052, p=0.3716). L’analyse post-hoc révele des
différences significatives entre le groupe contréle et les groupes RS67333 (p=0.0078 pour le
groupe LM et p<0.0001 pour le group®uM). Le RS67333 diminue donc la LTP dans la

région CA1 chez la souris 5xFAD tout comme chez la souris C57.

380 ~
360 - ‘

340 -~
320 A ﬂ' Controle (n=16)

300 ~ | 0 RS67333 1uM (n=16)
280 |

@ RS67333 10uM (n=16)
260 |
240 -

220 A

200 -
"'“'”IJ';!I'lu'l“ll'l“”|||I||I'I|I|| il

Pente des fEPSP (pourcetnage de la ligne de base)

160 -
140 - *%
*k%k
120 - e
100 ARG~~~
80 T T T T 1
-15 0 15 30 45 60

Temps (min)

Figure64: Effet & /'agoniste des 5-HT4R, le RS67333, sur la LTP chez la souris SXFAP<®01, **p<0.001 vs contrble

L’ANOVA en mesures répétées effectuée sur les enregistrements de LTD ne révele ni
d’effet traitement (F(2,35=1.108,p=0.3416) ni d’interaction traitement*temps (F(2,587~0.696,
p=0.8853), en revanche on observe un effet tempsofF0.799, p=0.8594). Le RS67333 ne
semble donc pas avoir d’effet sur la LTD aux concentrations testées chez la souris SxFAD

comme chez la souris C57.
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Figure 65:Effet d- / ‘agoniste des 5-HT4R, le RS67333, sur la LTD chez la souris 5XFAD

3. Discussion

L’objectif de ces travaux était d’étudier les effets d’une stimulation des 5-HT4R sur la
transmission et la plasticité synaptique dans la région CA1 de I’hippocampe dans des conditions
pathologiques proches de celle de la MA. Pour cela nous avons donc utilisé un modele animal
de la MA, la souris transgénique 5xFAD et nous avons utilisé comme référence la souche de
souris C57/BL6/ta@bleau §.

Transmission de base PPF LTP LTD
C57/BL6 +RS67333 7 \ \ -
5xFAD +RS67333 7 - \, -
C57/BL6 vs 5xFAD \N -— - 7

Tableau 6: Effets de la stimulation des récepteurslepar [ 'agoniste RS67333 sur la transmission de base et sur la
plasticité synaptique, comparaison entre les souris C57/BL6 et 5XFAD sans traiteﬂbnm(gmentation\
diminution, 4= : absence d effet)
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En premier lieu, nous avons donc étudié la transmission de base et nous avons observé
une diminution significative de ce paramétre chez les souris 5xFAD de 8-10 mois. Les données
exXistantes dans la littérature ne permettent pas de fixer un age d’apparition précis de ce type de
déficits. En effet, certaines études ne rapportent pas de diminution significative de la
transmission de base a 4 mois (Baranger et al., 2016; Kimura and Ohno, 2009)y’alars
autres en rapporte une diminution significative des 4 mois (Crouzin et al., 2013). De méme, de
tels déficits ont été rapportés a 6 mois (Kimura and Ohno, 2009) et 7 mois (Lee et al., 2016).
En revanche, une étude effectusar des souris de 9 mois n’a pas rapporté de déficit de
transmission de base chez la souris 5XFAD (Stancu et al., 20d)ception de cette derniére
étude, nos résultats sont donc globalement en accord avec ce qui a déja été observé chez les
souris 5XFAD a un age antérieur. Il est intéressant de noter que les résultats présentés dans
1’étude de Stancu et collaborateurs montrent une diminution non significative de la transmission
pour les plus hautes intensités testées. Il est cependant compliqué de comparer leurs valeurs aux
noétres car elles sont exprimées en voltage. Or, sans connaitre les caractéristiques exactes de leur
poste d’électrophysiologie, on ne peut pas savoir quelle intensité de courant a été effectivement
utilisée. La différence de résultats entre nos deux études pourrait donc provenir d’une différence

de gamme de stimulation.

L’ajout de RS67333 aux deux concentrations testées entraine une augmentation
considérable de la transmission de base a la fois chez les souris 5XFAD et les souris C57/BL6.
De fagon intéressante, nous avons observé que 1’activation des 5-HT4R permet de récupérer
chez les souris 5xFAD un niveau de transmission de base similaire a celui des souris C57/BL6.
Ce rétablissement d’une transmission synaptique hippocampique a des niveaux normaux
pourrait participer aux effets bénéfiques de I’activation des 5-HT4R observés dans les études

comportementales chez I’animal.

Les résultats de PPF obtenus chez les souris 5XxFAD et les souris sauvages
correspondantes (C57) ne sont pas différents, indiqguant que les mécanismes de libération du
glutamate au niveau pré-synaptique ne seraient pas altérés chez les souris 5XxFAD des8-10 moi
Ces observations seraient en accord avec les données de la littEratfifiet, si la PPF n’avait
pas encore été mesurée chez les souris 5XFAD a 8-10 mois a notre connaissance, les mesures
effectuées a 4 et 6 mois n’ont pas rapporté d’altérations de la PPF chez les souris (Crouzin et
al., 2013; Kimura and Ohno, 2009).
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Concernant les effets du RS67333 sur la PPF, il est intéressant de noter que cet agoniste
des 5HT4R diminue la PPF a la concentration d@MOchez les souris C57/BL6 mais n’a pas
d’effet sur cette forme de plasticité a court terme chez les souris SXFAD, quelle que soit la
concentration testée. Pour interpréter cette différence il faudrait réussir a identifier le
mécanisme exact par lequel la stimulation de4TaR influe sur la PPF mais on pourrait
imaginer que cette voie de transduction est affectée dans la MA.

Les études explorant la LTP chez les souris 5XxFAD ont rapporté une diminution de ce
type de plasticité a long terme des I’age de 6 mois (Crouzin et al., 2013; Kimura and Ohno,
2009) suite ame induction par TBS et dés 1’dge de 4 mois suite a une HFS (Baranger et al.,
2016). Dans notre étude nous avons bien observé une diminution de la LTP induite par TBS
chez les souris 5XFAD de 8-10 mois, mais celleest pas significativement diminuée vis-a-
vis de la LTP obtenue chez les souris C57/BL6. Des mesures de LTP induite par HFS (données
du laboratoire) chez les mémes souris 5XFAD ont, en revanche, montré une diminution
significative de la LTP. Il existe une grande variabilité au niveau des protocoles de TBS
utilisés : tous sont basés sur une répétition a 5Hz de bursts constitués de 4 stimulations a 100Hz
mais le nombre de bursts appliqués ainsi que le schéma d’application exact peut différer. Ainsi
nous appliquons au total 20 bursts, mais ils sont délivrés en 4 séries de 5 bursts espacées de 15
s de repos, contrairement aux études évoquées précédemment dans lesquelles les bursts sont
délivrés a la suite en une seule fois. Cette différence d’ordre méthodologique pourrait expliquer
gue nous ne montrions pas de diminution significative de la LTP chez les souris 5xFAD. Par
ailleurs, la différence d’age peut aussi jouer un réle et on peut imaginer que des mécanismes
compensatoires, pas encore présents a 1’dge de 6 mois, entreraient en jeu dans NOS

expérimentations menées plus tardivement, a I’age de 8-10 mois.

L’effet de la stimulation des 5-HT4R sur I’expression de la LTP ne différe pas entre les
souris 5XFAD et les souris C57/BL6. En effet, le RS67333 inhibe la LTP induite par TBS chez
ces deux souches de souris. Cette inhibition de la LTP est difficilement réconciliable avec la
notion qu’une LTP diminuée est en général synonyme de déficits de mémoire. Or il a été
démontré par de nombreux tests comportementaux que 1’activation des 5-HT4R par le RS67333
a des effets pro-mnésiques et anti-amnésiques. Nous aurions donc pu nous attendre a obtenir
une augmentation de la LTP par le RS67333. Il faut cependant tenir compte du fait qu’une forte
LTP ne signifie pas forcément de bonnes capacités mneésiques ; ainsi il a pu étre mrapporté
vitro dans un modele de sclérose multiple (les souris EAE : encéphalite auto-immune

expérimentale) une augmentation de la LTP hippocampique alors que cette pathologie est

196



RESULTATS

associée chez I’homme a des troubles mnésiques de la mémoire déclarative (Nistico et al.,
2013). Par alilleurs il a été démontré que certains types de mémoires dépendantes de
I’hippocampe ne sont pas supportées par la LTP mais par la LTD (pour revue, Hagena and
Manahan-Vaughan, 2016).

Les mesures de LTD n’avaient, a notre connaissance, jamais été réalisées chez la souris
5xXxFAD. Dans notre étude nous avons observé une augmentation significative de la LTD chez
la souris 5XFAD par rapport aux souris C57/BL6. Cette observation est intéressante car il a été
rapporté que chez le rongeur adulte, la LEBdéficile a induire dans la région CA1 et qu’elle
est en revanche grandement facilitée chez le rongeur agé (pour revue, Pinar et al., 2017). Nos
observations mettent peut-étre en évidence un vieilissement prématuré des fonctions
synaptiques hippocampiques chez la souris 5XFAD qui iraient de pair avec tous les troubles de
la mémoire ayant été rapportés chez ces souris. L’effet de la stimulation des 5HT4R sur la LTD
est proche chez les deux souches de souris que nous avons testées. En effet, on n’observe aucune
différence de modification de la LTD par le RS67333 entre la souris C57/BL6 et la souris
5XFAD, méme si dans cette premiere souche nous avons montré que le RS67333 tend a faciliter
de facon non significative la LTD. Cette Iégére différence est sans doaitedf@de LTD plus
faible chez les souris Chjfie chez les souris SXFAD ot on peut supposer qu’elle approche une
valeur saturante. Il est par ailleurs intéressant de gaten se basant sur la représentation
graphique de ces résultats la concentrationud demble provoquer un effet plus important
sur la LTD que la concentration dep, suggérant la nécessité d’une régulation fine de

I’activation des 5-HT4R pour obtenir une LTD maximale.

Cette ¢tude, menée en condition pathologique, avait pour but de montrer 1’existence de
modifications de I’activité synaptique de base et de la plasticité synaptique dans la région CA1
de I’hippocampe suite a ’activation des 5-HT4R. L’objectif étant de relier ces modifications
aux effets bénéfiques exercés par les agonistes Hadadsur les performances de mémoire
tels qu’observés in vivo. Nos travaux ont montré un effet allant dans ce sens : une augmentation
de la transmission de base. En revanche, nous n’avons pas observé d’effet sur la LTD des souris

5xFAD et avons observé une inhibition de la LTP chez ces souris.
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Discussion générale

Mes travaux de thése sensattachés a étudier 1’intérét thérapeutique d’une stimulation des
récepteurs T4 dans le cadre de la maladie d’Alzheimer. Trois études ont ainsi été réalisées au
cours de ma thése. Dans un premier temps, la pertidéasseciation d’un agoniste des 5-HT4R a
I’un des médicaments inhibiteur d’acétylcholinestérase (IAChE) actuellement sur le marché a été
évaluédn vivochez la souris saine. Les résultats de cette premiére étude ont permis, non seulement,
de démontrer I’intérét thérapeutique de cette stratégie multi-cible, mais également de confirmer les
effets comportementaux bénéfiques de la stimulation des récepteidis Bes lors, a 1’aide d’un
modéleex vivo d’étude de la plasticité synaptique, je me suis attaché, dans un deuxiéme temps, a
mieux conprendre les mécanismes mis en jeu lors d’une stimulation des récepteurs 5-HTa4. Cette
deuxieme partie a donné lieu a deux études portant, respectivement, sur un modele murin sain puis
sur un modeéle murin transgénique, mimant la cascade amyloidogénique observée dans la pathologie

Alzheimer.

. L’association d’un agoniste des récepteurs 5-HTa4 et d’un inhibiteur de

I’acétylcholinestérase exerce de facon synergique des effets anti-amnésiants dans la

mémoire de travail spatiale et la mémoire aversive a lonqg terme chez la souris

A ce jour, seul 4 médicaments répartis dans deux classes thérapeutiques existent pour traiter
la pathologie Alzheimer. L’hypothese cholinergique de la MA ayant donné lieu a la classe
thérapeutique la plus importante, les inhibiteurs d’acétylcholinestérase. Cependant, quelle que soit la
classe thérapeutique considérée, ’efficacité thérapeutique de ces médicaments est uniquement
symptomatologique et relativement limitée (Lleo et al., 2006h d’améliorer I’efficacité de la prise
en charge thérapeutique d’une maladie a fois complexe et multifactorielle (Cavalli et al., 2008), de
nombreux auteurs plaident en faveur du recours aux stratégies thérapeutiques multi-cibles qui font
appel soit a I’association médicamenteuse, soit au développement de molécules pléiotropiques —
encore appelées les MTDL (Hughes et al., 2016). Dés lors et malgré les limitations des médicaments
actuellement disponibles, ces molécules ont donc été les premiéeres a étre associées entre elles ou

d’autres composés pour 1’é¢tude de thérapies multi-cibles.

Notre premicre étude portait sur I’intérét d’une co-administration d’un agoniste des 5-HT4R
(RS67333) etd’un inhibiteur d’acétylcholinestérase utilisé en clinique pour le traitement de la
maladie d’Alzheimer (la galantamine). Parmi les 3 IAChE actuellement disponibles sur le marché,
notre choix s’est porté sur la galantamine en raison de la propriété modulatrice allostérique positive

des récepteurs nicotiniqugs’elle démontre également.
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Nous avons donc étudié les effets anti-anuanéstle 1’administration seule du RS67333 ou
de la galantamine, ainsi que de I’association de ces deux molécules, in vivo chez la souris jeune saine
NMRI. Les performances des souris en mémoire de travail spatiale et de référence a long terme ont
été évaluées au traversddax tests comportementaux (test d’alternance spontanée et test d’évitement
passif, respectivement). Par ailleurs, le déficit mnésique a été miduifadministration de
scopolamine (1mg/kg), un antagoniste muscarinique cholinergique. Ce modele de déficit
‘cholinergique’ a été choisi a la fois pour sa simplicit¢é de mise en ceuvre, mais également sa
transversalite- décrit et utilisé a la fois en recherche préclinique et clinique. Les résultats de cette
premiere étude ont permis de démontrer les effetaammtisiants de 1’administration seule, a la fois
de la galantaminemais également du RS67333. De plus, 1’association de doses sub-efficaces de
galantamine et de RS67333 se révéle également efficace dans les deux tests comportementaux pou
contrebalancer le déficit mnésique induit par la scopolamine. Ce dernier résultat a ainsi permis de

démontrer la synergie d’action d’un IAchE et d’un agoniste 5-HT4R (tableau 7.

Alternance spontanée Evitement passif (acquisition) Evitement passif (rétention)
Condition Normale Déficit Normale Déficit Normale Déficit
Augmentation Récupération Récupération Récupération
non des , des Pas deffet des
e Pas d’effet aux
RS67333 significative  performances . performances aux doses  performances
N doses testées N . N
des normales a normales a testées normales a
performances 1mg/kg 2mg/kg 1mg/kg
Récupération
. des
Augmentation Pas d’effet erfomances
. Pas d’effet aux ~ Récupération des Pas d’effet aux b N
Galantamine < N < aux doses normale des la
doses testées  a 3mg/kg performances  doses testées . .
N testées plus faible
a 0.3mg/kg .
dose testée
(0.3mg/kg)
RS67333 +
Galantamine Récupération a 0.5mg/kg + . i s
En condition 1mglkg Récupération & 1mg/kg + 3mg/k ND
de déficit

Tableau 7: récapitulatif des résultats obtenussiitadministration de RS67333 et de galantanginis ®u associés, dans un test
d'alternance spontanée et un test d'évitement passbnditions normales ou de déficit induit pesdopolamine (1mg/kg)

A ce jour, seules 5 études ont étudié 1’intérét d’une telle association. Trois d’entre elles ont
étudié la validité de cette association dans la mémoire de reconnaissance (Freret et al., 2012;
Lamirault et al., 2003; Moser, 20Q02une a testé la mémoire de travail (Cachard-Chastel et al., 2008)
et la derniére a testé la mémoire spatiale de référence (Mohler et al., 2007). Il est par ailleurs important
de noter que seule 1’équipe de Cachard-Chastel a effectué des tests en condition de déficits

pharmacologiqguement induits comme dans notre étude.
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En ce qui concerne la mémoire de travail explorée par le test d’alternance spontanée dans
notre étude, ni la galantamine ni le RS67333 administrés seuls aux doses testées n’ont modifié¢ le
comportement des souris en condition normale. Il est cependant intéressant de noter que le RS67333,
bien que ne modifiant pas significativement les performances comparativement aux animaux
contrbles, augmente de facon ddsgpendante le comportement d’alternance spontanée dans notre
étude. Des résultats similaires ont été obtenus avec le prucalopride dans un essai clinique chez le
volontaire sain (numéro d’essai clinique: NCT03572790) en effet bien qu’une certaine amélioration
des performances de mémoire ait été décrite, en ce qui concerne la mémoire de travaildiss résult
n’étaient pas significatifs. De méme, au niveau préclinique, nos résultats sont en accord avec la
littérature existante en ce qui concerne 1’activation des 5-HT4R (Lelong et al., 2003; Mohler et al.,
2007)et I’action de la galantamine (Mohler et al., 2007). En effet, malgré certaines variations dans
les études, notamment au niveau du matériel de test (labyrinthe en Y ou labyrinthe en croix) ou du
ligand des FHT4R utilisé (BIMU1, VRX-03011 ou RS67333), le protocole général était le méme
(notamment le moment d’injection, 30min avant les tests), et les résultats ont montré une absence
d’effet dans les conditions basales. Par ailleurs, 1’équipe de Mohler a rapporté que le VRX-03011,
bien que n’ayant pas d’effet dans les conditions de base, produit un effet pro-mnésiant dans des
conditions nécessitant un effort cognitif plus important (test d’alternance spontanée avec un délai de
30s). De méme, dans cette tache d’alternance spontanée avec délai, la galantamine a elle aussi montré
un effet pro-mnésiant (Mohler et al., 200Z¢s résultats suggérent que le test d’alternance spontanée
sans délai n’est peut-étre pas assez sensible en condition normales pour révéler un effet de ces
composés. Au contraire, dans les conditions de déficit induit par I’injection préalable de scopolamine,
le RS67333 et la galantamine, administrés seuls, chacun a la plus haute dose testée, ont permis le
récupération de performances normales. Cet effet du RS67333 est en accord avec les ré#gltats déc
dans la seule étude réalisée sur I’activation des 5-HTsR en condition de déficit induit par la
scopolamine chez le rat (Lelong et al., 2003). Dans cette étude du laboratoire, les auteurs rapportent
que le RS67333, a la méme dose que celle utilisée dans notre étude, et le BIMU1, a,10mg/kg
permettent la récupération compléte du déficit induit par la scopolamine (1mg/kg) dans le test
d’alternance spontanée. De méme, la galantamine contrebalance le déficit induit par la scopolamine
a une dose comparable (3mg/kg) a celle décrite dans la littérature (Fishkin et al., 1993y ®veene
al., 1988) Enfin, notre étude montre que 1’association des deux composés a des doses sub-actives
entraine un effet anti-amnésiant dans la mémoire de travail spatiale en condition de déficit induit
pharmacologiquement, ce qui n’avait pas été montré jusqu’alors. En effet, la seule étude associant le
RS67333 et la galantamine a des doses sub-actives (Lamirault et al., 2003) avait démorgté un eff

pro-mnésiant (donc hors déficit) dans la mémoire de reconnaissance.
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De méme, Mohler et son équipe, bien qu’ayant travaillé sur la mémoire de travail spatiale,
n’¢étaient pas non plus en conditions de déficit et ont, de plus, utilisé un autre agoniste desaR en

association avec la galantamine (Mohler et al., 2007).

En ce qui concerne la mémoire de référence a long terme, nos travaux ont donné des résultats
similaires & ceux obtenus dans la mémoire de travail spatiale avec le RS67333. En effet nous
n’observons pas d’effet du RS67333 sur les performances de mémoire en conditions normales, quel
que soit le moment d’injection (paradigme d’acquisition : injection 30 minutes avant la phase
d’apprentissage ou paradigme de rétention : injection 30 minutes avant la phase de rappel) ou la dose
testée. Ces résultats sont en accord avec la seule étude réalisée dans des conditions similaires
(Matsumoto et al., 200Xui rapporte une absence d’effet en conditions normales et ce, y compris
suite a une administration centrale de I’agoniste. En revanche, nous avons observé en conditions de
déficit un effet antemnésiant du RS67333 dans les deux paradigmes d’injection. La encore, ces
résultats coincidents avec la littérature. En effet, aprés injection d’un agoniste des 5-HT4R, il a été
démontré une réduction significative du déficit (Galeotti et al., 1998; Lo et al., 2014; Matsumoto et
al., 2001) I est cependant intéressant de noter qu’une étude réalisant des travaux proches des notres
a démontré un effet amnésiant du RS67333 dans un modele de déficit induit par un antagoniste des
récepteurs NMDA, le MK801, sur le test d’évitement inhibiteur (Nasehi et al., 2015). Toutefois, dans
cette derniére étude, le RS67333 a été injecté apreés I’apprentissage, qui n’est pas la condition la plus
favorable pour observer un effet de 1’agoniste. En effet, plusieurs études montrent que le moment
optimal d’administration de 1’agoniste des 5-HT4R précéde 1’apprentissage et qu’une injection juste
apres celui-ci est, au contraire, amnésiante (Hotte et al., 2012; Meneses and Hong, 1997). &es résulta
ne sont donc pas en contradiction avec les nétres au vu des différences importantes de protocole entre
nos deux études. En ce qui concerne la galantamine, ses effets en conditions normales sont différents
de ceux du RS67333 puisque ce composé montre un effet pro-mnésiant a la plus faible dose testée
(0.3mg/kg), mais pas aux doses plits/ées lorsqu’il est injecté avant la phase d’acquisition et ne
montre pas d’effet lorsqu’il est injecté avant la phase de rétention. A 1’aide d’un autre IAChE, la
physostigmine, un effet pro-mnésiant avait également été retrouvé, et ce, la encore, faibl@lus
dose testée (0.3mg/kg) (Madjid et al., 20@6) inverse, dans les conditions de déficit, la galantamine
n’améliore pas les performances lorsqu’elle est injectée avant la phase d’acquisition mais toutes les
doses tegts améliorent les performances lorsqu’elle est injectée avant la phase de rétention. A notre
connaissance aucune étude n’a étudié les effets de la galantamine sur les deux phases de I’évitement
passif. En ce qui concerne les résultats obtenus suiteigjemn®n précédant la phase d’acquisition,

il a été rapporté que le donepezil ne contrebalance pas les déficits causés ppoléanste a
0.3mg/kg (Misane and Ogren, 2003) alors que la physostigmine contrebalance les déficits induits par
la scopolamine a 0.5mg/kg (Yoshida and Suzuki, 1993) et a 3rtiRyiisth and Streit, 1992) et que la
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galantamine en est, elle aussi, capable avec une dose de scopolamine a 3mg/kg (Bores et al., 1996)
Ces études apportent des résultats en partie en opposition avec les nétres pouvant étre attribuables
des différences importantes entre les protocoles, notamment dansde I¢&sde de Bores et
collaborateurs. En effet, les délais d’injections, de méme que les doses injectées des IAChE, sont tres

différents entre nos deux étudesn peut donc penser que le niveau d’activation cholinergique en

résultant au moment des testét sensiblement différent. En conclusion, il semble donc que 1’effet

de la galantamine en condition de déficit induit par la scopolamine soit trés finement dépendant du
niveau de I’activité cholinergique. Or, comme nous 1’avons déja observé en conditions normales la
galantamine (et la physostigmine) n’ont un effet pro-mnésiant qu’a la dose de 0.3mg/kg et pas au-

dela Ces observations renforcent donc 1’idée qu’un niveau optimal d’activation cholinergique est
nécessaire pour obtenir les meilleures performances au cours des processus de mémoire et

d’apprentissage.

Enfin, 1’association des deux composés a des doses sub-actives a entrainé une réduction du
déficit induit pharmacologiquement lorsque I’injection a eu lieu avant la phase d’acquisition (nous
n’avons pas testé I’effet d’une injection conjointe de ces deux molécules avant la phase de rétention
car nous n’avons pas mis en évidence de dose sub-active pour la galantamine dans ces conditions) de
I’évitement passif, démontrant un effet anti-amnésiant dans la mémoire de référence a long terme qui

n’avait pas été montré jusqu’alors.

Cependantek mécanismes d’action exactamis en jeu dans cette synergie d’action demeurent
mal compris a ce jour. Un effet complémentaire positif de ces deux agents pharmacologiques sur la
transmission cholinergique générale peut étre avalnggoniste des 5-HT4R favorisant la libération
de sérotonine (Consolo et al., 1994; Matsumoto et al., 2001) et la galantamine inhibant sa dégradation
et potentialisant son effet sur les récepteurs nicotiniques. En revanche, les agonisted ges 5-
exercent d’autres effets pro-mnésiants, comme 1’augmentation de la production de sAPPa. Il faudrait
donc étudier la part des autres effets des agonistesEg5associés a une potentialisation de la

transmission cholinergique dans les résultats obtenus dans notre étude.

Par ailleurs, nos résultats ont été obtenus chez des souris saines. Le systeme cholinergique
étant fortement altéré dans la MA, il serait intéressant de se rapprocher de ces conditions pour tester
I’efficacité¢ de cette association de traitements. Des travaux ont été menés en ce sens dans notre
laboratoire par Katia Hamidouche (Doctorat de 1’Universit¢ de Caen Normandie, soutenu en 2018).

Au cours de ses travaux de thése, le Docteur Hamidouche a mené des expérimentations sur les souris
5xFAD, un modéle transgénique d’hyperamiloidogénése (Oakley et al., 2006) présentant, entre

autres, d’importants dysfonctionnements cholinergiques (Devi and Ohno, 2010).
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Elle a notamment testé I’efficacité d’un traitement par le donécopride, le premier ligand multi-
cible associant une activité IAChE et agoniste dé$THR (Rochais et al., 2015). Les résultats

obtenus sont prometteurs mais leur confidentialité nous empéche de les discuter ici.

Cette étude renforce 1’intérét des stratégies multi-cibles associant un IAChE et un agoniste
des 5HT4R dans le traitement de la MA mais de nombreux travaux sont encore nécessaire avant la
transposition d’une telle stratégie chez ’homme, notamment en ce qui concerne les effets indésirables
liés a I’activation des 5-HT4R. En effet ces récepteurs sont aussi tres présents au niveau périphérique,
a fortiori dans le systeme gastigtestinal. Il serait donc intéressant de voir si la synergie d’action
que nos travaux rapportent permettrait I’emploi d’une dose d’agoniste des 5-HT4R n’ayant pas
d’effets périphériques. Au vu du récent déremboursement des IAChE en France, ce dernier point
présente une pertinence certaine. En effet, le déremboursement de ces spécialités parmi lesquelles ol
compte la galantamine a été décidé sur la base de leur faible efficacité mais aussi et ausast a ¢
des effets indésirables de ces molécules (Haute Autorité de Santé, 2016). Une thérapie usant de dose:
plus faibles et associant plusieurs molécules aux effets synergiques parait donc tout a fait appropriée

dans ce contexte.
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[I. L’activation des récepteurs 5-HT4 entraine, par une action sur la transmission

GABAergigue, une diminution de IATP induite par stimulation théta sur tranche

d’hippocampe de souris

Au cours de la deuxieme étude réalisée dans le cadre de mes travaux de thése, nous avons
cherché a mieux comprendre les effets de la modulation de ces récepteurs sur les processus de
plasticité synaptique hippocampique. Pour ce faire, j’ai développé au sein du laboratoire le modéle
ex vivod’étude électrophysiologique sur tranche d’hippocampe, grace a la tutelle et a I’assistance du
Dr. Jean-Marie Billard alors chercheur a Centre de Rstyzhet Neurosciences de I’hopital Saint-

Anne a Paris.

J’ai ainsi pu mettre en évidence, dans un premier temps, que le RS67333 (10uM) augmente
la transmission de base (dépendante des récepi®IrA), ainsi que ’activité des récepteurs NMDA
(et ce, auxdeux concentrations de RS67333 testées, 1 et 10uM) au niveau de la région CAl de
I’hippocampe. Par ailleurs, j’ai également pu mettre en évidence une diminution de la PPF, une forme
de plastici¢ synaptique a court terme, suite a I’application de RS67333. L’utilisation d’un antagoniste
des 5HT4R, le RS39604, n’ayant aucun effet sur ces phénomeénes par lui-méme, a, par la suite, permis

de déterminer la spécificité d’action de ces effetst@bleau §.

Agoniste RS67333 Antagoniste RS39604 RS67333 + RS39604
) Persistance des effets dt
Réponse AMPA Augmentation a 1M Pas d’effet .
RS6733 a 10M
o Blocage des effets du
Réponse NMDA Augmentation a 1 et 1M Pas d’effet
RS37333 a1 et 10uM
Blocage des effets du
PPF Diminution a 1 et 1aM Pas d’effet RS37333a IM mais pas a

10uM

Tableau 8: tableau récapitulatif des effets ddifaigation ou du blocage des récepteuts-sur l'activité des récepteurs NMRA
AMPA et sur la PPF

Dans un deuxiéme temps, je me suis intéressé aux effets de I’application du RS67333 sur deux

formes de plasticité a long terme, la LTD et la LTP, cette derniére ayantéité a I’aide de deux

protocoles de stimulation différents. Comme nous le discuterons par la suite, ces deux protocoles de
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LTP ont été choisis afin de faire intervenir de facon différentielle le systeme de neurotransmission
GABAergique.

Nosrésultats mettent en évidence, outre I’augmentation (non statistiquement significative) de
la LTD, un effet diférentiel du RS67333 sur la LTP, en fonction du protocole d’induction utilisé. La
LTP induite par une stimulation haute fréquence n’est pas modifiée lors de I’application du RS67333,
alors qu’elle est diminuée (en termes d’amplitude) avec un protocole de LTP induite par une
stimulation théta-burst. De nouvelles études électrophysiologiques en champ CA1 explorant la LTP
induite par une stimulation théta-burst ont alors été réali@éerésence d’un antagoniste des
récepteurs GABA, la bicuculline. Si le blocage de ces réceptatuaffecte pas la LTP en condition
contrble dans le protocole TBS, il prévient cependant la diminution de la LTP induite par le RS67333
suggérant que les effets du RS67333 sur la LTP impliguent la transmission GABAergique. Une étude
en patch clamp a alors été réalisédm de mesurer I’effet de la stimulation des 5HT4R sur
I’excitabilité des neurones GABAergique. Contrairement a ce qui était attendu, ces expérimentations
en patchelamp n’ont pas pu mettre en évidence d’effet direct de I’activation des 5-HT4R sur la
transmission GABAergique en conditions évoguées ou spontanées. Enfin, nous avons testé les effets
d’un blocage des récepteurs GABA par le CGP55845. Le blocage de ces récepteurs diminue la LTP,
et ce de facon similaire au effet du RS67333. L’association du RS67333 et de I’antagoniste des
récepteurs GABA ne montrepas d’effet additif (tableau 9.

LTP (TBS) LTP (HFS) LTD
RS67333 Inhibition & 1 et 1M Pas d’effet Fa_cmt_a_ﬂon_ non
significative
RS39604(1uM) Pas d’effet ND Pas d’effet
RS67333 (1aM) + Suppression des effets di ND Suppression des faible
RS39604(1pM) R67333 effets du RS67333
Bicuculline (10uM) Pas d’effet ND ND
Bicuculline (10uM) + Suppression des effets di ND ND
RS67333 (18M) RS67333
CGP55845 (pM) Inhibition ND ND
CGP8845 (M) +
Inhibition ND ND

RS67333 (1AM)

Tableau 9:tableau récapitulatif des résultats obsessur la plasticité synaptique

Les deux seules études existantes sur les effets de la modulation de 1’activité des 5-HT4R sur

la plasticité synaptique hippocampique de la région CA1 ont été réalisés et rapportent des
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résultats différentspour 1’'une la LTP est augmentée par 1’activation des 5-HT4R (Matsumoto et al.,

2001)et pour I’autre elle n’est pas affectée (Kemp and Manahan-Vaughan, 2005).

Devant cette contradiction d’effet observé in vivo, il nous avait donc paru intéressant de mieux
comprendre les mécanismes sguesnts a 1’aide du modéle simplifiéex vivo, plus simpliste. Nos
résultats indiquent que la LTP n’est pas affectée par I’activation des 5-HT4R lorsqu’elle est induite
par une HFS, ce qui concorde avec les résultats de Kemp et Manahan-Vaughan. hacstipand
HFS est un protole d’induction de la LTP communément utilisé et prend le plus souvent la forme
d’une stimulation tétanique a une fréquence de 100Hz appliquée durant 1s et répétée un nombre
variable defois. La répétition n’influe pas sur I’amplitude la LTP induite, mais va prolonger sa durée
Les étudesn vivo vont donc en général utiliser de tels protocoles pour obtenir des enregistrements
plus longs. Ainsi Kemp et Manahan-Vaughan ont utilisé ce protocole répété 4 fois toutes les 5
minutes ; en revanche Matsumoto et ses collaborateurs ont utilisé un protocole différent consistant en
5 trains a 1Hz composés de 8 stimulations a 400Hz. Ce type de protocole est plus généralement utilisé
dans le gyrus denté pour provoquer une LTP durable par stimulation de la voie pe(fdveasttam
etal., 1993). De plus, il est possible que ce protocole a trés haute fréquence met en jeu desamécanism
d’induction de la LTP qui ne sont pas activés a des fréquences plus modestes et qui seraient sensibles
a une modulation par I’activité des 5-HT4R. Ainsi il a, par exemple, été démontré que des stimulations
tétaniques a 20Qtkont capables de provoquer 1’ouverture de canaux calcique voltage-dépendants
dont I’influx calcique s’ajoute a celui entrant par les récepteurs NMDA (Grover and Teyler, 1990). |
est donc possible que la différence de résultat observée résabigeddifféerence méthodologique
En ce qui nous concerne nous avons utilisé le protocole classique (100Hz durant 1s) sans répétition ;
nos conditions sont donc proches de celles de Kemp et Manahan-Vaughan, ce qui peut Expliquer

concordance de nos observations.

Ce protocole de HFS n’est cependant pas le seul utilisé couramment pour induire une LTP et
il est parfois critiqué pour son aspect « non physiologiquemyparé au protocole d’induction TBS.
Ce second protocole est en effet considéré comme plus pertinent du point de vue fonctionnel car il
reproduit le rythme théta typique de ’activité électrique des réseaux neuronaux hippocampiques
(Ranck, 1973; Rudell et al., 1980). Par ailleurs, la LTP induite par cette stimulation a été démontrée
comme étant plus sensible a un large éventail de conditions. Ainsi, elle est plus sensible au
vieillissement (Moore et al., 1993), au stress (Diamond et al., 1994) et aux manipulations affectant
les voies de signalisation du BDNF (Chen et al., 2010; Kang et al., 1997; Skucas et al., 2011), des
endocannabinoides (Pan et al., 203&3 récepteurs a I’adénosine (Costenla et al., 1999) ou de la
sérotonine (Corradetti et al., 1992). Parmi ces conditions, un bon ndhabtte elles affecte aussi

les facultés d’apprentissage et de mémoire et il a donc été suggéré que la LTP induite par TBS serait
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un meilleur modéle pour 1’étude des effets affectant la mémoire que la LTP induite par HFS. Sur la

base de ces notions, nous avons voulu tester ce protocole de stimulation lors d’une activation des 5-

HT4R, espérant que sa plus grande sensibilité révélerait un effet autrement passé inapercu dans la
LTP induite par HFS. Nous avons montré qu’avec ce protocole, la stimulation des BT4R diminue
I’amplitude de la LTP, chose qui n’avait jamais ét¢ montrée auparavant. Toutefois, une étude datant

de 1992 (avant la découverte ded&R) avait démontré que 1’ajout de sérotonine sur des tranches
d’hippocampe de rat n’avait pas d’effet sur une LTP induite par HFS mais entrainait une inhibition

de la LTP induite par « primed-buss{Corradetti et al., 1992). Ce dernier protocole étant tres proche

de celui de TBS, on peut donc penser que les effets observés dans cette étude étaient dus a 1’activation

des 5HT4R. A I’époque, les auteurs ont attribué ces effets a ’activation des 5-HT1aR et 5SHT3R, les

premiers hyperpolarisant les neurones pyramidaux et les seconds augmentant la libération de GABA
(Bijak and Misgeld, 1997). Dans notre étuas avons confirmé que I’inhibition de la LTP provient

bien de I’activation des 5-HT4R par deux moyens. En premier lieu, nous avons testé deux doses de
RS67333, 1 et 1M, et nous avons obtenus des résultats identiques. Au vu du profil pharmacologique
du RS67333 (Eglen et al., 1995), si leBIBtR ou les 5HT3R (pKi=6.4 pour ces deux récepteurs)
avaient été impliqués dans les effets observés, nous aurions obtenus des résultats différents entre Iz
concentration ajiM et a 1@M. En effet, dans le premier cas, seulement 50% des récepteurs seraient
occupés alors que 90% de ces récepteurs seraient occupés dans le second cas. Ensuite, nous avol
utilisé un antagoniste desHbF4R, le RS39604, dont I’affinité pour les 5-HTsR est 1000 fois plus

élevée que pour lesB3T1R et les 5HT3R (Hegde et al., 1995 et antagoniste n’a eu aucun effet

seul sur la LTP, mais a en revanche bloqué les effets du RS67333 auMet 10

Notre étude du mécanisme impliqué dans ces effets inhibiteurs sur la LTP provoqués par
’activation des 5-HT4R a débuté pdiétude de I’activité des récepteurs NMDA. En effet ceux-Ci sont
nécessaires dans I’induction de la LTP ; il est donc possibleug I’activation des 5-HT4R diminue leur
activité, ce qui pourrait expliquer I’inhibition de la LTP. Cet effet serait cependant peu probable dans
la mesure ou la LTP induite par HFS dépend aussi de ces récepteurs alors qu’elle n’a pas été affectée
par l’activation des S-TsR. Nos mesures de I’activité des récepteurs NMDA confirment cette
derniére remarque : en effet la réponse NMDA mesurée suite a la stimulatio@eR best pas
diminuée bien au contraire. Nous observons une augmentation significative de cette réponse
excitatrice aux deux doses testées et la disparition de cet effet lors de 1’ajout concomitant de RS39604

signifie qu’il découle bien de la stimulation des 5-HT4R.

Par la suite, nous nous sommes donc intéressés a 1’effet du blocage des récepteurs GARA
En effet, il est connu que la stimulation deBl B4R peut influer, par la phosphorylation de sous-

unités du récepteur GABA sur les courants médiés pas récepteurs dans le cortex (Cai et al.,
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2002) Cette régulation dépendante de 1’activité neuronale préalable peut entrainer une augmentation,
comme une diminution de la transmission GABAergique ; ainsi lorsque les neurones sont trés actifs

I’activation des 5-HT4R diminue I’activité des récepteurs GABAAa etvice-versa

De méme, il a été démontré que I’activation des 5-HT4R peut augmenter la fréquence de
libération spontanée du GABA dans le gyrus denté (Bijak and Misgeld, 1997). Dans notreaias, il é
donc logiquede penser qu’une augmentation de la transmission GABAergique suitel’activation
des 5HT4R pourrait étre a ’origine d’une dépolarisation moindre de I’¢1ément post-synaptique et
donc d’une moindre activation des récepteurs NMDA, résultantin fine en une LTP diminuée.
L’utilisation de bicuculline, un antagoniste des récepteurs GABAous a permis de montrer que les
effets de la stimulation des Fb¥4sR sur la LTP passent bien par une régulation du systeme
GABAergique. En revanche, une étude en patch-clamp des IPSC évoqués a révélé que ladransmissi
synaptique médiée par les récepteurs GABAst pas affectée par la présence d’un agoniste des 5-

HT4R. Cette derniére observation est en accord avec nos mesures de la transmission de base, qu
aurait été diminuée si la transmission de base GABAergique avait été augmentée.

Nous avons donc par la suite testé un antagoniste des récepteurs,GABSP55845. Les
récepteurs GABA sont présents a la fois au niveau pré et post-synaptique et leur effet va dépendre
de leur localisation. Au niveau pastaaptique ils participent a 1’établissement du potentiel post-
synaptique inhibiteur et au niveau pré-synaptique ils diminuent la libération du neurotransmetteur.
Ces récepteurs sont un élément clé de 1’efficacité d’une TBS a induire une LTP. En effet, lors d’une
stimulation au rythme théta, le premier burst va entrainer une auto-inhibition de la transmission
GABAergique par le biais des autorécepteurs GAf?avies et al., 1990) présents sur la terminaison
GABAergique. Ainsi les bursts suivants vont entrainer des réponses excitatrices plus fortes et une
dépolarisation de 1’élément post-synaptique plus importante, ce qui va activer les récepteurs NMDA
et induire une LTPfigure 66.
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Figure66: schéma expliquant limplication du récepteur GREans l'induction de la LTP par TBS
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Cet effet d’auto-inhibition est maximal autour de la fréquence théta (5Hz) et est compenseé par
un effet de facilitation de la libération de GABA a des fréquences plus élevées (Davies and
Collingridge, 1993) expliquant que ces récepteurs GARAent un role crucial dans la LTP induite
par TBS mais pas par HFS. En accord avec ces observations et avec la littératumte ¢¥istaand
Lewis, 1992; Staubli et al., 1999)ajout d’un antagoniste des récepteurs GABAg a donc entrainé
une diminution de la LTkhduite par TBS, d’amplitude et de décours similaires a celles observées
suite a la stimulation desi3T4R. De plus, la diminution de la LTP induite par TBS en présence de
I’agoniste des 5-HT4R et de I’antagoniste des récepteurs GABARg n’est pas différente de celle induite
par chacun de ces composés isolés. Ce dernier point suggere un mécanisme d’action commun sur la

LTP entre I’activation des 5-HT4R et le blocage des récepteurs GABA

Notre hypothése pour expliquer les effets de la stimulation ¢&R-sur la LTP induite par
TBS est donc que les BBT4R sont capables d’agir sur ’activité des récepteurs GABAg. Plus
spécifiquement, nous supposons que 1’activation des 5-HT4R va réguler négativement 1’activité des
autorécepteurs GABA présents sur les terminaisons GABAergiques. En effet, nos travaux

regroupent un certain nombre de résultats expérimentaux pointant dans cette direction.

Le premier argument en faveur de cette théorie regroupe évidemment les mesures de LTP
effectuées en présence d’un antagoniste des récepteurs GABAu d’un antagoniste des récepteurs
GABAGBg que nous venons d’évoquer. En effet, la disparition des effets de la stimulation des 5-HT4R
sur la LTP en présence de bicuculline associée a 1’absence d’effets de cette stimulation sur les IPSC
évoqueés indique que ’activation des 5-HT4R n’a pas d’effets sur la transmission GABAergique
basale (c’est a dire, par homologie avec la transmission de base AMPA, a une fréquence de
stimulation n’entrainant pas de phénomeéne de plasticité). Il en découle donc que I’activation des 5-
HT4R va influer sur la plasticité a court terme de la transmission GABAergique lors de stimulations
a fréquence élevée, ce qui peut dans le contexte qui nous intéresse, signifier soit une augmentation de
la facilitation synaptique de la transmission GABAergique soit une diminution de sa dépression. La
premiere hypothése impliquerait une diminution de la LTP induite par HFS car au cours de ce
stimulus on observe ce phénomeéne de facilitation de la transmission GABAergique (Davies and
Collingridge, 1993). ©la LTP induite par HFS n’est pas affectée par I’activation des 5-HT4R ; c’est
donc probablement la seconde hypothése qui serait plus plausibleciGeplese sur I’action des
autorécepteurs GABAdont le blocage peut, comme nous 1’avons vu, reproduire et donc masquer
I’effet de la stimulation des 5-HT4R. Il existe un modele de souris KO n’exprimant pas de récepteurs
GABAGg prés-synaptiques (Waldmeier et al., 2008). Il serait trés intéressant de réaliser des mesures

de LTP en présence d’un agoniste des 5-HT4R sur ces souris pour confirmer cette hypothese.
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Le second argument en faveur de notre hypothese est la diminution de la PPF que nous avons
observée en présence Hagoniste des BT4R. La PPF est une forme trés fugace de plasticité
synaptique qui renseigne sur 1’élément pré-synaptique. En effet lors d’une PPF, le niveau de
facilitation du second pic par rapport au premier reflete directement le niveau initial de la probabilité
de libération de neurotransmetteur : plus celle-ci est élevée et plus la PPF est fad®devetsa
(Fioravante and Regehr, 2011). Un second élément entre en jeu dans le phénoméne de PPF tel que
nous I’avons enregistré : le systtme GABAergique. En effet, la réponse post-synaptique que nous
enregistrons au niveau dendritique est la somme des EPSP etolH5E#¢été démontré qu’au cours
de la PPF, les IPSP subissent un phénomene de PPI. Cette inhibition a court terme contribue donc a
I’augmentation de la réponse post-synaptique enregistrée lors du protocole de PPF et est causée par
I’activation des récepteurs GABANathan and Lambert, 1991). En prenant ces éléments en
considération il semble possible que la diminution de la PPF que nous avons observée en présence de
I’agoniste des 5-HT4R puisse étre due au blocage des récepteurs GA&BA la disparition de la PPI
de la transmission GABAergique. La réalisation de mesures des courants GABAergiques en patch-
clamp lors d’un protocole de PPF tel que celui que nous avons utilisé pourrait nous permettre de

confirmer ou non cette hypothese.

Ces éléments forment donc un faiscédarguments intrigants pointant 1’implication des
autorécepteurs GABAdans les effets de I’activation des 5-HT4R sur la LTP induite par TBS.
Cependant, il manque encore un certain nombre de piéces a ce puzzle. L'une de ces picces
manaantes est I’identification de la cible exacte que 1’activation des 5-HT4R va affecter. En effet,
cette cible peut étre directement le récepteur GABYWis peut aussi étre un des €léments de la voie
de signalisation de ces récepteurs. Ensuite, il resté aidentifier la nature de 1’effet exercé sur la
cible des 3-T4R, une phosphorylation par la PKA semblantmode d’action le plus probable et
I’existence d’un tel mécanisme d’action serait facilement confirmé par I’utilisation d’un inhibiteur de
la PKA. Enfin, pour exercer leurs effets sur les récepteurs GARAsur leur voie de signalisation,
les 5HT4R doivent, soit étre présents sur les interneurones GABAergiques, soit agir par le biais de
seconds messager rétrogrades. En ce qui concerne cette derniere hypothése, il semble que le systerm
des endocannabinoides soit une piste intéressante. En effet, plusieurs études ont établi un lien entre
les 5HT4R et les endocannabinoides dans les fonctions mnésiques au niveau de I’amygdale (Nasehi
et al., 2016}t de I’hippocampe (Nasehi et al., 2016, 2017). En ce qui concerne la premiere hypothese,
I’existence de 5-HT4R sur les interneurones GABAergiques de la région @Abas été rapportée
dans la littérature a ce jour. Au contraire, une étude récente utilisant la technique d’hybridation in situ
a rapporté une absence deleerlisation entre I’ARNm des 5-HT4R et ’ARNm de la GAD65
(glutamic acid decarboxylase), I’enzyme de synthése du GABA dans I’hippocampe (Pefias-Cazorla

and Vilaré, 2015)Ces données ne donnent cependant pas une preuve définitive de 1’absence de 5-
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HT4R, puisqud’absence d’ARNm a un moment donné ne signifie pas qu’il n’y ait pas de récepteur

présent. De plus, cette étude ne montre, certes, pas de co-localisation entre les ARNTuBest5-

de la GADG65 dans la région CAl, mais elle n’en montre pas non plus dans le gyrus denté. Or
I’existence de 5-HT4R sur des neurones GABAergiques du gyrus denté a déja été démontrée par des

mesures électrophysiologiques (Bijak and Misgeld, 1997).

Cette secongétude a donc permis de participer a la vue d’ensemble des effets de 1’activation
des 5HT4R dans la région CA1 de I’hippocampe dans des conditions physiologiques. L’activation
de ces récepteurs contribuerait a augmenter la transmission de base (bien que la séleetieifétde c
nécessite de plus amples vérifications avec un autre antagoniste comme évoqué dans la partie
résultats) et ’activité des récepteurs NMDA tout en inhibant la LTP induite par TBS par le biais des
récepteurs GABA Par la suite nous nous sommes intéressés a ces effets dans des conditions

pathologiques.
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[1l.  L’activation aigué des récepteursH 4 ne suffit pas a rétablir des paramétres d’activité

synaptique normaux chegd souris 5xFAD

Dans une derniere partie de mes travaux de thése, je me suis intéressé a 1’étude de ces
processus électrophysiologiques hippopajues dans le cadre de la pathologie Alzheimer. J’ai alors
pu étudier les effets de la modulation dedBR sur la plasticité synaptique hippocampique dans un

mode¢le murin d’amyloidogenese (souris SXFAD).

Je me suis dans un premier temps attaché a comparer, en dehors de toute modulation
pharmacologique du systéme sérotoninergique, les propriétés électrophysiologiques de ce modele de
MA, par rapport a la souche sauvage de référence C57/BL6. L’age des souris a été choisi afin de
s’assurer d’une forte amyloidogenese (8-10 moiD¢s lors, j’ai pu observer chez des souris SXFAD
agées de 8-10 mois, une diminution de la transmission de base, une tendance a la diminution (bien
gue non significative) de la LTP, alors que la LTD était, au contraire, considérablement augmentée
ce qui n’avait a notre connaissance, jamais été exploré. Nous n’avons en revanche pas observé

d’altération de la PPF chez les souris 5xFAD.

Lors de lactivation des 5-HT4R, les mémes effets ont été, pour la plupart, retrouvés sur la
transmission de base, la LTP et la LTD chez ces souris 5XFAD que chez les souris sauvages
correspondantes (souris C57/BL6), ou encore que chez la souris NMRI (étude précédente). Ainsi,
nous rapportons une augmentation dose-dépendante de la transmission de base, une diminution (nor
significative) de la LTD et inversement une diminution dose-dépendante de la LTP par le RS67333.
En revanche, au niveau de la PPF, alors que la diminution décrite chez les souris NMRI est retrouvée
chez les souris C57/BL6, I’activation des SHT4R n’entraine pas d’effet chez les souris SXFAD
(tableau 1D

Transmission

PPF LTP LTD
AMPA
o . Diminution non .
C57 vs 5xFAD Diminution Pas de différence o Augmentation
significative
) o Diminution dose- Augmentation non
C57 + RS67333 Augmentation Diminution i o
dépendante significative
) Diminution dose- Augmentation non
5xFAD + RS67333 Augmentation Pas d’effet . o
dépendante significative

Tableaul 0 tableau récapitulatif de la caractérisation élegthysiologique de la souris 5XFAD par rapport &sache de référence la
souris C57et des effets du RS67333 sur ces dalresale souris

A ce jour, il existe assez peu d’études chez les souris SXFAD explorant I’activité synaptique,

en conditions basales ou au cours de phénomeénes de plasticité. Ces études ayant porté sur des animal
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jeunes (4 a 7 mois (Baranger et al., 2016; Crouzin et al., 2013; Kimura and Ohno, 2009; Lee et al.,
2016) sauf une étude qui a utilisé des souris de 9 mois mais n’a mesuré que la transmission de base

(Stancu et al., 2014), nous avons souhaité effectuer des mesures chez des animaux plus ages (8-1
mois). En effetla plupart des études s’accordent a dire qu’a 9 mois ces souris présentent d’importants

déficits de mémoires alors qu’avant cet age, la présence de déficits differe suivant les études et les
types de tests utilisés pour explorer les performances mnésiques. Cet &ge nous a donc paru idéal pou
effectuer des mesures en conditions de déficit.

Nos résultats sont dans 1’ensemble en accord avec les données existantes chez des animaux
plus jeunes. En effet, nous avons observé une diminution de la transmission de base, une diminution
de la LTP et une PPF préservée chez les souris 5xFAD. De plus, nous avons effectué desemesures d

LTD ce qui n’avait pas encore été rapporté dans la littérature.

Il nous a paru important de réaliser ces mesures car la LTD, qui était a I’origine I’objet d’une
attention tres modeste en comparaig®la LTP, est aujourd’hui considérée comme 1’un des supports
cellulaires de la mémoirel’instar de la LTP (Pinar et al., 2017 En effet, la survenue d’une LTD a
pu étre observém vivo lors de la réalisation de tAches comportementales impliquant la mémoire
hippocampo-dépendante (Goh and Manahan-Vaughan, 2013; Manahan-Vaughan and Braunewell,
1999) De méme, il a été observé que certaines formes d’apprentissage spatial facilitent 1’induction
de la LTD (Hagena and Manahan-Vaughan, 2011; Kemp and Manahan-Vaughan, 2004, 2008;
Manahan-Vaughan and Braunewell, 1999). Nos expérimentations sur la LTD ont montré une
augmentation considérable de ce type de plasticité chez la souris 5xFAD de 8-10 mois.
L’augmentation de la LTD a pu étre décrite dans de nombreuses conditions parmi lesquelles on peut
citer le stress (Kim et al., 1996; Yang et al., 2005) ou le vieillissement (Foster, 1999; Foster and
Kumar, 2007; Norris et al., 1998). De facon intéressante, il a été démontré que le stress peut
augmenter la LTD en réduisant la recapture du glutamate et que cette LTD est principalement induite
par I’activation de récepteurs NMDA extra-synaptiques (Yang et al., 2005). Or, dans la MA il a été
décrit que le peptide Ppeut bloquer la recapture du glutamate (Talantova et al., 2013), provoquant
I’activation des récepteurs extra-Synaptiques (Domingues et al., 2007; Rammes et al., 2011). Une
telle modification des fonctions glutamatergiques a été associée a une perturbation de la LTP
(Kervern et al., 2012)et pourrait bien expliquer cette augmentation de la LTD. De plugéil a é
rapporté une perte de la CAMKII phosphorylée au niveau dendritique dans le cerveau de patients
atteints de la MA et cette observation a pu étre répliquée chez le rongeur aprés injectiordee pepti
AP (Reese et al.,, 2011¥ette protéine est activée lors d’importantes montées de calcium
intracellulaire et entraine une LTP mais si son activation est diminuée ce sont les effets de la

calcineurine qui domineront et il se produira une LTD. La souris 5XFAD produisant beaucoup de
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peptide AP, une telle situation semble probable et pourrait aussi contribuer a expliquer une

augmentation de la LTD.

Une fois la transmission de base et les différentes formes de plasticité synaptigue mesurées
dans les conditions normales chez ces souris transgéniques et leurs contréles (souris C57) nous avon:
procédé a leur mesure en présence d’un agoniste des 5-HTsR. En effet, il existe une quantité
considérable d’études rapportant un effet bénéfique de la stimulation des 5-HT4R sur la mémoire, a
la fois dans des conditions normales et en conditions d’amnésie induite. Compte tenu des liens entre
plasticité synaptique hippocampique et performances de mémoire il nous semblait raisonnable que
I’activation des 5-HT4R exerce un réle régulair sur 1’activité synaptique hippocampique, or cela

n’a pourtant jamais été testé.

De facon générale, les effets sur I’activité synaptique dans la région CA1 de I’activation des
5-HT4R correspondent a ceux observés chez les souris NMRI, a savoir une diminution de la LTP
induite par TBS, une augmentation de la transmission de base et de la LTD (non significative) et pour
les souris C57 une diminution de la PPF. La seule différence concerne la PPF qui n’est pas diminuée
chez les souris 5XFAD suite a 1’action de I’agoniste des 5-HT4R. Cette différence peut s’expliquer
par la propriété déja évoquée qu’a le peptide AP de bloquer la recapture du glutamate. Ce phénoméne
permet probablement de maintenir le niveau de glutamate synaptique a un niveau important durant le
tres court laps de temps entre les deux stimulations de la PPF de telle sorte que ce glutamate résidue
compense la baisse de libération au niveau pré-synaptique qui, chez les souris C57, entraine la
diminution de la PPF.

La diminution de la LTP que nous avons obseswgéte a I’activation des 5-HT4R cadre mal
avec les effets pro-mnésiants résultants normalement de la stimulation de ces derniers. Au vu de la
littérature il semble important de considérer un facteur temporel a deux niveaux digtimgtemier
lieu, la plupart des études démontrant un effet anti-amnésiant de la stimulatiohl@gR 6nt été
réalisées sur des modeles d’amnésie induite de facon aigué (Galeotti et al., 1998; Lo et al., 2014,
Marchetti-Gauthier et al., 1997; Matsumoto et al., 2@D1agoniste 5-HT4R utilisé a, lui aussi, été
administré de facon aigué. En revanche, il semble logique de penser que dans des conditions durables
d’amnésie, ayant évolué avec le développement de I’animal et de la pathologie dont il est le mod¢le,
une administration aigué ne soit pas suffisante pour produire des effets significatifs. De fait, dans une
étude récente menée sur les souriBAAX il a été démontré qu’un traitement chronique par un
agoniste des BT4R durant 2 mois n’a pas été suffisant pour rétablir des performances normales dans
un test mettant en jeu la mémoire hippocampo-dépendante (Baranger et al., 2017). Au contraire, les
auteurs de cette étude rapportent une récupération des performances mnésiques suite a un traitemer

de 4 mois avec la méme molécule a la méme dose, démontrant la nécessité d’un traitement prolongé

217



DISCUSSION GENERALE

pour obtenir des effets amnésiants dans ce modele de la MA. De plus, ils rapportent des effets de
I’activation chronique des 5-HT4R sur I’accumulation de peptide AP (diminution de plaques
amyloides) et sur la neuiaflammation (diminution de ’astrogliose et de la microgliose). Or ces

éléments de la physiopathologie de la MA sont connus pour perturber la LTP (Griffin et al., 2006; Li

et al., 2011a) et il parait raisonnable de pegsame administration aigué de quelque produit que ce

soit ne peut pas provoquer de changements notables sur ces éléments, encore moins en quelque
dizaines de minutes. Si I’on transpose ces observations a la mesure de ’activité synaptique, il semble
raisonnable de penser que pour avoir une chance d’obtenir une augmentation de la LTP vers un niveau

normal, il faudrait procéder a un traitement chronique.

En second lieu, il peut étre intéressant de se pencher sur le moment auquel un agoniste des 5-
HT4R doit faire effet par rapport au moment ou un animal va entreprendre la réalisation d’une tache
d’apprentissage avant de tenter de transposer ces observations dans le contexte des mesures
d’¢électrophysiologie ex vivo En effet, ce calendrier semble jouer un roéle important dans les effets
comportementaux exercés par la stimulation de 8R : si I’activation de ces récepteurs précéde
I’apprentissage on observe en général un effet pro-mnésiant et/ou anti-amnésiant (Lamirault and
Simon, 2001; Lelong et al., 2001; Letty et al., 1997; Levallet et al., 2009; Marchetti et al., 2000). Au
contraire, si cette activation suit 1’apprentissage, on observe des effets amnésiants (Meneses and
Hong, 1997; Nasehi et al., 2015). Une étude antérieure, provenant de notre laboratoire, apporte un
¢lément d’explication quand a ces observations (Hotte et al., 2012): dans cette étude il a été démontré
qu’une augmentation de la concentration d’AMPc dans les zones impliquées dans la mémoire de
reconnaissance avant 1’apprentissage, suivie d’'une diminution dans ces mémes zones est associée a
de bonnes performances dans le test de reconnaissance d’objet. De plus, ces variations de
concentration de I’AMPc sont observées seulement chez les rats traités (1’un groupe des groupes ayant
notamment recu un agoniste debl'B4R) et seuls ceuxt explorent significativement plus 1’objet
nouveau que 1’objet familier, révélant qu’ils se souviennent de ce dernier. Ainsi, en extrapolant un
peu sur la base de ces observations, on peut imaginer qu’il ne faudrait activer les 5HT4sR que
brievement avant le protocole d’induction de la LTP (qui correspondrait a la phase d’apprentissage)
pour augmenter la concentration d’AMPc a ce moment et surtout pas aprés pour permettre une
diminution de la concentration d’AMPc¢ au niveau nécessaire. Cette hypothese pourrait expliquer
notre observation d’une diminution de la LTP puisque dans notre protocole 1’agoniste des 5-HT4R

est présent tout le long de I’enregistrement et pourrait donc interférer avec 1’évolution normale des

taux d’AMPc.

Néanmoins il est intéressant de noter que nous avons obtenu un résultat encourageant quant

aux effets bénéfiques de la stimulation dd$TaR. En effet, nous avons démontré que méme dans
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ces conditions d’administration aigué, I’activation des 5-HT4R augmente de facon dose-dépendante

la transmission synaptique de base chez les souris 5XxFAD et la rétablit a un niveau similaire a celui
observé chez les souris C57. Ce résultat est encourageant car la perturbation des propriétés de
transmission de I’information entre neurones doit forcément impacter de fagon négative I’acquisition

et ’analyse des informations parvenant a I’hippocampe. Ainsi, rétablir une transmission de base

normale semble nécessaire a un fonctionnement hippocampique optimal et contribuerait a

I’amélioration des performances dans des taches cognitives.

En résumé, ate seconde étude, réalisée dans un modele de la MA, n’a pas démontré les effets
bénéfiques escomptés par I’activation des 5-HT4R sur la plasticité synaptique. Nos résultats, associés
a la littérature existante, suggerent la nécesdsiie traitement chronique pour espérer obtenir des
effets en ce sen€kette observation est par ailleurs cohérente avec 1’idée d’un traitement de la MA
chez I’homme ou il apparait peu probable qu’une thérapie puisse avoir une efficacité autrement que

sur la durée.
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Conclusion et perspectives

Les récepteurs BFT4 représentent une cible thérapeutique d’intérét dans le traitement des
troubles mnésiques et toptrticulierement dans le traitement de la maladie d’Alzheimer. La
stimulation de ces récepteurs entraine un effet pro-mnésiant et anti-amnésiant maintes fois démontré
dans des études comportementales précliniques. Par ailleurs, la stimulation des récefiieansrb-
effet direct sur la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer puisqu’elle favorise la production du
sAPPa (neuro-protecteur) au détriment du peptide amyloide  (neurotoxique a haute concentration).
Il reste cependant de nombreuses questions sans réponses au sujet des effets de la modulation de c
récepteurs, notamment au niveau de la plasticité synaptique, une propriété des synapsesconsidéré
comme unsubstrat biologique majeur de la mémoire Par ailleurs, la maladie d’Alzheimer étant
multifactoriellg la notion qu’une thérapie doit cibler différents facteurs de cette pathologie pour étre
efficace fait aujourd’hui consensus au sein de la communauté scientifique mais les travaux mené dans

ce sens sont peu nombreux.

Dans ce travail de thése, nous avaiitsld démonstration pour la premiére fois de I’intérét de
I’association d’un agoniste des 5-HT4R et d’un inhibiteur de 1’acétylcholinestérase dans la réalisation
de taches mettant en jeu la mémoire de travail spatiale et la mémoire de référence iemsaedit
déficit induit pharmacologiquement. Ces résultats renforcent le statut des réceptdursrbtant

que cible thérapeutique d’intérét majeur dans le traitement de la maladie d’ Alzheimer.

De plus, nous avons démontré pour la premiére fois dansiéa €41 de I’hippocampe que
I’activation des récepteurs 5-HT4 augmente 1’excitabilité des neurones glutamatergiques pyramidaux
en conditions de base. En condition de plasticité, I’activation des récepteurs 5-HT4 diminue
I’amplitude de la LTP induite par un protocole de stimulation en théta-bursksvivo De plus, nos
travaux indiquent que cette inhibition de la LTP (que nous avons retrouvée dans trois souches de
souris différentes) passe par une levée de I’inhibition de la transmission GABAergique propre a ce
paradigme de LTP en théta-bursts Il semble donc que les réceptdiizsde- la région CA1 de
I’hippocampe exercent a la fois un rdle sur la transmission excitatrice, notamment par I’augmentation
de I’excitabilité des neurones pyramidaux glutamatergiques, et un réle sur la transmission inhibitrice
en jouant de maniére activité-dépendante sur les processus de désinhibition GABAergique. Ainsi, les
récepteurs 34T4 participent a une régulation fine de I’ensemble des acteurs du réseau hippocampique
au coursde schémas d’activation neuronaux (rythme théta) tels qu’on peut en observer in vivo lors

de taches d’apprentissage et de mémoire.
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Enfin, nous avons fait la démonstration que la stimulation des réceptélirsdans des
conditions pathologiques (modéle rude la maladie d’Alzheimer) exerce des effets sur la LTP
induite par thétdursts similaires a ceux observés chez 1’animal dans des conditions physiologiques.
Des travaux en comportement menés sur ce méme modele murin de la maladie d’Alzheimer
démontrentla nécessité d’un traitement chronique pour obtenir des effets anti-amnésiants. Ils
soulévent donc la question de la pertinence d’une activation aigué des récepteurs 5-HT4 dans une telle
pathologie. Par ailleurs, nous avons aussi observé dans ce modéle de souris transgénique, que la LTC
est fortement augmentée par rapport aux souris de type sauvage, ce qui n’avait jamais été€ rapporté
jusqu’alors. Ce dernier résultat renforce la notion d’une dérégulation de la plasticité synaptique au

cours de pathologiesrgloides comme la maladie d’ Alzheimer.

Nos travaux contribuent donc a apporter des éléments de réponse quant aux effets de la
stimulation des récepteurstbFs sur la plasticité synaptiquians la région CAlde I’hippocampe,

dans des conditions physiologiques et pathologiques.

Afin de renforcer la ‘validité de prédiction’ du modéle ex vivode tranche d’hippocampe, il
nous semblerait intéressant de réaliser ces mesures suite a un traitementnréalisérin agoniste
des récepteurs BT 4. Ce paradigme d’expérimentation permettrait de se rapprocher des conditions
expérimentales utilisées dans les études comportementales. Par ailleurs, dans un contexte
pathologique comme celui de la maladie d’Alzheimer ou une intervention sur la durée semble
nécessaire pour exercer des effets anti-amnésiants, un traitement chronique permettrait de mieux

rendre compte des mécanismes potentiellement compensai@EEs jeu.

D’un point de vue mécanistique, 1’action directe ou indirecte (par un autre systetme de
neurotransmission) de la stimulation des réceptett3 Hsur la neurotransmission GABAergique
reste a étudier. En premier lieu, des mesures de patch-clamp sur les interneurones pourrait permettre
de confirmer ou d’infirmer rapidement la présence de récepteurs 5-HT4 et donc de déterminer si les
effets que nous avons observés sont direct ou indirects. Par ailleurs, 1’utilisation de modeles animaux
KO n’exprimant pas les récepteurs GABAg pourrait permettre de vérifier la nécessité de la présence
de ces récepteurs dans I’expression des effets de la stimulation des récepteuk$Ta: Enfin, le modele
électrophysiologiquex vivodéveloppé au sein de 1’unité au cours de ma thése devrait étre également
un outil pertinent pour la mesure des effets d’une stimulation conjointe des transmissions
sérotoninergique via agoniste des bIT4R) et cholinergique via un IAChE) sur la plasticité

synaptique.
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Résumé en francais

La Maladie d’ Alzheimer (MA) est la premiére cause de démence au monde. Un fort colt de prise en charge,
associé une faibleffécacité des traitements actuels font de la découverte d’une thérapie efficace une priorité.
Dans ce contexte les récepteurs sérotoninergiques de tydeTaR»+eprésentent une cible prometteuse. En
effet, I’utilisation d’agonistes des 5-HT4R chez 1’animal entraine a la fois des effets pro-mnésiants et anti-
amnésiants et une action sur la physiopathologie de cette maladigleRas, I’aspect multifactoriel de la MA

a conduit a faire émerger ces derniers années un consensus quant a la nécessité du dévepgpatégia
thérapeutique multi-cibles.

Dans un premier temps, nous avons démontré 1’intérét de I’association d’un inhibiteur de 1’acétylcholinestérase
(IAChE) -I’un des rares médicaments disponibles, a un agoniste des 5-HT4R (RS67333) sur les performances
de mémoire de travail et de référence chez la souris. Par la suite et afin de mieux comprendre les mécanismes
mises en jeu dans les effets anti-amnésiant du RS67333, nous avons étudié leslafftitmulation des 5-
HT.R sur la plasticit@ynaptique mesurée au moyen d’une approche ex vivoau niveau de la région CAl de
I’hippocampe chez la souris saine NMRI. En effet, la plasticité synaptique, est un élément essentiel des
processus d’apprentissage et de mémoire. Une premiére étude chez la souris saine a montré que la stimulation
des 5HT.R inhibait la potentialisation a long terme (LTP) induite par stimulatiorathétst (TBS). Nos
résultats suggerent que l’inhibition de la LTP par 1’agoniste est médiée par une modification de la
neurotransmission GABAergique. La derniere partie de mes travaux a porté sur uentraodgénique murins
mimant certains des aspects de la MA (souris 5XxFAD). Ainsi, si la stionldés 54T4R conduisait a des
résultats similaires en terme de transmission synaptique de base ou de plastigtteane, elle modifie de
facon importante la plasticité a court terme. L’ensemble de ces résultats obtenus ex vivonécessiteraient d’étre
associé a des mesuiasvivo, pour faire le lien entre les effets sur la plasticité synaptique et les performances
de mémoire.

Nos travaux montrent 1’existence d’une association entre les 5-HT4R et la transmission GABAergique dans la
modulation de la plasticité synaptique hippocampique de la région CAL. Plus généralementpitent
I’intérét de stratégies multi-cibles contenant notamment un agoniste de3 R.

Résumé en anglais

Alzheimer’s disease (AD) is the first cause of dementia in the world. Due to its high cost of care combined
with the lack of efficient treatment, the discovery of an effectiveatheis a priority. In that regard, I3¥4R
are a promising target. Indeed, preclinical studies showed promnesic and antcafieesif SHT.R agonist
as well as a disease-modifying effect on amyloid processing. Furthermoreftgveltifactorial aspect of
AD pathophysiology, there is a consensus concerning the necessity for multi-targpy tio treat effectively
this disease.

First, we confirmed the beneficial effect of a combined treatment with galantamine, an IAChESG{888,

a 5HT4R agonist, on working and reference memory performances in a pharmacological ohodel
scopolamine-induced amnesia. Then, for a better understanding of the mechanisnedl invd@WHT4R
stimulation-induced increase in memory performances, we investigated the effeatls sfimulation on CAl
area synaptic plasticity. Indeed, synaptic plasticity is a key component wihtp@and memory processes.
Through exvivo electrophysiological recordings, we demonstrated thdiT /R activation impairs TBS-
induced LTP in wild-type healthy mice. Further experiments suggested that suchmemainvolves a
modulation of GABAergic neurotransmission. In addition, a third study on a transgenicaha@e(5xFAD
mice) showed similar results.

These results, obtained exclusively vivqg need to be associated withvivo experiments to close the gap
with behavioral experiments and allow an interpretation of memory pgafares through synaptic plasticity
modifications.

Our work shows the existence of an interplay betweliT /R and GABAergic transmission in the regulation
of synaptic plasticity in hippocampal CAl area. Furthermore, we strengthen the itdesst multi-target
treatment involving 34T4R agonists in the field of AD.

Mots clés:récepteurs $4T4, maladie d’ Alzheimer, plasticité synaptique, systéme GABAergique, galantamine
Discipline : aspects cellulaires et moléculaires de la biologie

Laboratoire : UMR-S 1075 Mobilités : vieillissement, pathologie santé COMETE
Université de Caen Normandie, Campus Jules Horowitz, Boulevard Becquerel, 14032



