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INTRODUCTION : La signalisation purinergique

1 La signalisation purinergique
1.1 L’ATP : au-dela de la molécule énergétique, un messager chimique

1.1.1 Découverte et structure de I’ATP

L’adénosine triphosphate (ATP) est une molécule énergétique commune a tous les étres
vivants et représente la principale source d’énergie pour la majorité des fonctions cellulaires.
Elle a été découverte en 1929 par le biochimiste Karl Lohmann et parallelement par Cyrus
Fiske et Yellapraga Subbarao'. C’est cependant I’Allemand Fritz Albert Lipmann qui évoque

. T , . L s 7 . 2
I’ATP comme intermédiaire dans les réactions libérant et consommant de 1’énergie”.

L’ATP est une molécule composée d’une adénine liée a un ribose, formant ainsi une
adénosine, et de trois groupements phosphate (Figure 1). Elle est synthétisée a partir
d’adénosine diphosphate (ADP) et de phosphate inorganique (Pi), principalement dans les
mitochondries pendant la phosphorylation oxydative mais également dans le cytoplasme au
cours de la glycolyse. L’hydrolyse de la liaison phosphoanhydrique reliant le phosphate 8 et
Y est une réaction chimique exergonique, libérant ainsi une grande quantit¢ d’énergie

nécessaire aux diverses fonctions cellulaires.

HoN

O0—P-—0—P-0—P-0 il
| [ | 0 Adénine 1
O O O ' r Adénosine
Groupement phosphate OH OH

Figure 1 : Structure de 1'adénosine triphosphate (ATP)
1.1.2 L’ATP, un messager chimique

L’hypothése d’un role autre qu’énergétique de I’ATP est apparue tot, en 1929, lorsque Drury
et Szent Gyorgyi montrent la sensibilité des cellules des muscles lisses et cardiaques a des
composés purinergiques’. Suite a cette étude, de nombreux travaux montrent 1’effet de I’ ATP

et de ’adénosine sur le systéme cardiaque™ et Emmelin et Feldberg montrent, en 1948, que

2
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I’injection intraveineuse d’ATP entraine des effets complexes sur les systémes pulmonaire,
cardiaque et musculaire chez le chat®. En 1954, Holton et Holton suggérent que I’ATP est le
composé vasodilatateur libéré a la suite d’une stimulation des nerfs sensoriels’; ils
démontrent en 1959 que la stimulation du nerf de l'oreille chez le lapin entrainant une

vasodilatation est effectivement accompagnée d’une libération d’ATP®,

Dans les années 1960, le groupe de Burnstock identifie un courant hyperpolarisant chez le
cochon d’Inde lors de la stimulation des muscles lisses en présence d’antagonistes
cholinergique et adrénergique (I’atropine et le bretylium respectivement), démontrant ainsi

%10 11 montre ensuite

I’existence d’un courant non cholinergique non adrénergique (NANC)
que ce courant est aboli par la tétrodotoxine, assimilant ainsi ces hyperpolarisations a des
potentiels inhibiteurs en réponse au courant NANC'’. Burnstock émet alors I’hypothése de
« neurotransmission purinergique », selon laquelle I’ATP libérée serait 1’élément responsable
du courant NANC!'. Suite a ces découvertes, une série d’étude a montré les effets excitateur
et inhibiteur de I’ATP, laissant émerger le concept des récepteurs purinergiques'>. Cependant,
I’idée que I’ATP puisse étre un neurotransmetteur reste peu acceptée. En effet, ’ATP ayant
un role énergétique bien établi, il n’était pas concevable qu’elle puisse €¢galement jouer un
role de messager extracellulaire et il faudra attendre les années 1980 pour que 1’idée soit

13,14
entendue .

La notion de récepteurs spécifiques de cette transmission purinergique apparait peu de temps
apres son identification. Burnstock propose dans un premier temps une classification simple,
distinguant les récepteurs P1, sélectifs de 1’adénosine et les récepteurs P2, sélectifs de I’ATP
et I’ADP. En se basant sur des données pharmacologiques, il établit ensuite deux classes de
récepteurs P2 : les récepteurs P2X et les récepteurs P2Y". Enfin, dans les années 1990, les

16718 ¢tablissant définitivement PATP comme

premiers récepteurs purinergiques sont clonés
messager chimique. De nos jours, il existe 4 types de récepteurs P1, 8 types de récepteurs
P2Y et 7 récepteurs P2X. Ces récepteurs sont activés par I’ATP extracellulaire et ses
différents produits de dégradation. En effet, ’ATP libérée dans ’espace extracellulaire est
rapidement dégradée par des ectonucléotidases, telles que la NTPDase et le e5’NT. L’ATP est
dans un premier temps dégradée en ADP puis en AMP et enfin en adénosine. Ces composés
activent différents récepteurs purinergiques. Parmi les P2, les récepteurs P2X sont activés par
I’ATP tandis que les récepteurs P2Y sont activés par ’ATP, I’'UTP mais également par leur

produit de dégradation, I’ADP et ’'UDP. Enfin, les récepteurs P1 sont activés par I’adénosine,

produit final de la dégradation compléte de I’ATP (Figure 2).
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ATP ADP AMP Adenosine
\ \ \ UTP, UDP, UDP-glucose
: E By
szl-" P2Y1‘2‘11'12,13 A1 AR AzA AR Aza AR A3 AR
P2Y2,4,6,14
P2 receptors P1 receptors

Figure 2 : Les récepteurs purinergiques

1.2 Les récepteurs purinergiques

1.2.1 Les récepteurs P1 de I’adénosine

a) Structure des récepteurs de 1’adénosine

Les récepteurs P1, activés par 1’adénosine, sont des récepteurs couplés aux protéines G
(RCPQG), possédant sept domaines transmembranaires en structure d’hélice a de 20 a 27
acides aminés, une extrémité N-terminale extracellulaire et un domaine C-terminal
intracellulaire. Quatre sous-types de récepteurs P1 ont été identifiés : A1R, A2AR, A2BR et
A3R. Les récepteurs Al et A3 sont couplés a des protéines Gj, tandis que les récepteurs A2A
et A2B sont couplés a des protéines G,'. Les récepteurs A2A et A2B, couplés aux protéines
G, activent 1’adénylate cyclase conduisant ainsi a la production d’AMP cyclique (AMPc).
L’AMPc permet I’activation de la protéine kinase A; cette derniere allant phosphoryler divers
effecteurs. Au contraire, les récepteurs Al et A3 couplés aux protéines Gi,, inhibent

I’adénylate cyclase et par conséquent la production d’AMPc (Tableau 1).

b) Localisation et roles dans le CNS

Les récepteurs P1 sont exprimés dans les systémes immunitaire, respiratoire, cardiovasculaire
et nerveux. Dans le SNC, l’adénosine intervient notamment dans la libération de

neurotransmetteurs, la plasticité synaptique et la production d’especes réactives oxygénées.
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En effet, les récepteurs P1 sont exprimés dans différentes structures du CNS et dans plusieurs
types cellulaires™. Les récepteurs Al sont exprimés dans le cortex, I’hippocampe et le
cervelet, dans lesquels ils modulent la libération de neurotransmetteurs, [’excitabilité
neuronale®’, le sommeil® et la douleur®. Les récepteurs A2AR ont une localisation plus
restreinte et sont exprimés dans le striatum et les bulbes olfactifs, ou ils contrdlent la

17 . 20 r \ . r
libération de neurotransmetteurs™ . Les récepteurs A3R, quant a eux, sont exprimés dans

I’hippocampe, le cortex et I’hypothalamus.

Les récepteurs P1 remplissent diverses fonctions physiologiques et pathologiques. A 1’aide
d’outils pharmacologiques et de modéles knock-out (KO), il a été montré que 1’adénosine, via

les récepteurs P1, jouait un role dans diverses pathologies telles que I’épilepsie™, la douleur™

ou la maladie de Parkinson®*.

Agoniste
Récepteur P1
AlR Adenosine
A2AR Adenosine
A2BR Adenosine
A3R Adenosine
Récepteur P2YR
P2Y1 ADP
P2Y2 ATP/UTP
P2Y4 UuTP
P2Y6 UuTP
P2Y11 ATP
P2Y12 ADP
P2Y13 ADP
P2Y14 UDP

Protéine G

Gi/o

Gq
Gi/o
Gi/o
Gi/o

Signalisation en aval

N\ Adenylate cyclase N AMPc
/" Adenylate cyclase / AMPc
/" Adenylate cyclase /* AMPc

\( Adenylate cyclase N AMPc

phospholipase C/Inositol triphosphate
phospholipase C/Inositol triphosphate
phospholipase C/Inositol triphosphate
phospholipase C/Inositol triphosphate
phospholipase C/Inositol triphosphate
\( Adenylate cyclase N AMPc

\ Adenylate cyclase N, AMPc

N\ Adenylate cyclase N, AMPc

\, PKA
2 PKA
2 PKA

\, PKA

S Ca2+
S Ca2+
S Ca2+
S Ca2+
N Ca2+
\, PKA
¢ PKA

\, PKA

Tableau 1 : Les récepteurs métrabotropiques purinergiques

1.2.2 Les récepteurs métabotropiques P2Y

Peu de temps aprés la distinction entre les récepteurs P2X et P2Y, une revue de Abbracchio et

Burnstock souligne 1’existence de plusieurs sous-types de récepteurs P2X (P2XR) et de
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récepteurs P2Y (P2YR); les P2XR étant des canaux ioniques tandis que les P2YR sont

S e 25
couplés a des protéines G™.

a) Structure des récepteurs P2Y

Les P2YR sont des récepteurs couplés aux protéines G ; ils posseédent donc sept domaines
transmembranaires (TM), trois boucles extracellulaires et trois boucles intracellulaires. Il
existe 8 sous-types de P2YR: P2Y1R (activé par I’ADP), P2Y2R (activé par 'UTP et
I’ATP), P2Y4R (activé par I’'UTP), P2Y6R (activé par I’'UDP), P2Y11R (activé par ’ATP),
P2Y12R (activé par I’ADP), P2Y13R (activé par I’ADP) et P2Y 14R (activé par ’'UDP). Ces

16,18,26-31

récepteurs ont tous été clonés et les structures de P2Y1R et P2Y12R ont récemment

Lo s 032,33
¢te caracterisees ™

. I a notamment ét¢é montré, grace a 1’é¢tude de P2Y1R, que certains
résidus des TM 3 et 7 sont cruciaux pour I’activation des récepteurs par les nucléotides®. Les
P2YR sont classiquement séparés en deux grandes catégories, différant d’un point de vue
phylogénique, par la sélectivité de la protéine G ainsi que par les acides aminés importants
pour la liaison du ligand. Le premier sous-groupe contient P2Y 1R, P2Y2R, P2Y4R, P2Y6R
ainsi que P2Y11R et sont couplés a des protéines Gq, qui activent la voie phospholipase
C/Inositol triphosphate. Le second groupe, les P2Y 12R-like, englobe les P2Y12R, P2Y13R et
P2Y14R. Ces derniers sont couplés a des protéines Gi, et inhibent la voie de 1’adénylate

cyclase®. Il a également été montré qu’un méme récepteur peut étre couplé a différentes

protéines G (Tableau 1).

b) Réle dans le SNC

Les P2YR sont exprimés de maniere ubiquitaire dans [’organisme et sont par conséquent
impliqués dans de nombreux systémes ; ’exemple le plus remarquable étant I’implication de
P2YIR et P2Y12R dans I’agrégation des plaquettes sanguines®®. Dans le SNC, I’expression
des P2YR est dépendante des types cellulaires: P2Y1R, P2Y2R sont neuronaux et
astrocytaires tandis que P2Y12R, P2Y13R, P2Y 14R sont majoritairement gliaux.

Les P2YR sont impliqués dans diverses fonctions telles que la neurotransmission, la
neurogénese et la communication intercellulaire. Dans les neurones, les P2YR modulent
’activité synaptique, en jouant sur la libération de glutamate, de GABA, de noradrénaline, de
sérotonine et de dopamine dans différentes structures’’. Les P2YR peuvent également
interagir fonctionnellement avec des récepteurs ionotropiques et il semblerait que 1’activation
des P2YR, tels que P2YIR, inhibe la transmission excitatrice neuronale médiée par les

récepteurs NMDA tandis qu’elle stimule la transmission GABAergique’®.
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Dans les astrocytes, la signalisation induite par les P2YR entraine une prolifération
cellulaire® et une amélioration des capacités neuroprotectrices™ en condition pathologique,
telle que lors de Iésions mécaniques ou lors de stress oxydatif. Enfin dans les microglies,
différentes fonctions ont été démontrées telles que I’implication de P2Y6R dans la
phagocytose ou bien la fonction chemotaxique de P2Y12R. Ces fonctions seront détaillées

ultérieurement.

1.2.3 Les récepteurs ionotropiques P2X

Les récepteurs P2X (P2XR) sont des canaux ioniques activés par I’ATP. De nos jours, sept
sous-unités ont ¢été identifiées. Ces récepteurs sont des canaux cationiques, principalement
caractérisés par leur perméabilité au calcium. Chaque P2XR fonctionnel est composé de trois
sous-unités, assemblées en homomere ou en hétéromere et présente des propriétés ioniques et

pharmacologiques propres.

a) Structure des récepteurs P2X

Les P2XR sont abondamment exprimés chez les vertébrés et les organismes eucaryotes
inférieurs*'. Chez les mammiféres, il existe sept sous-unités, de P2X1 a P2X7. Leurs génes
possédent entre 11 et 13 exons et sont répartis sur cinq chromosomes différents. Les génes
p2rxl et p2rx5 ainsi que p2rx4 et p2rx7 sont adjacents, reflétant probablement une duplication
évolutive récente. D’un point de vue peptidique, les P2XR ont une homologie de séquence de

30-50%"*.

Topologie

En 1994, Valera et al. clonent le premier P2XR a partir d’ADNc de rat exprimé dans des
ovocytes''. La méme année, Brake et al. utilisent une approche similaire, & 1’aide d’ADNc de
cellules PC12, afin de décrire pour la premiére fois la structure d’un P2X*. 11 décrit alors un
récepteur possédant deux domaines transmembranaires (TM1 et TM2), une large boucle
extracellulaire et des domaines N- et C-terminaux intracellulaires. La boucle extracellulaire
est large et riche en cystéines, formant probablement des ponts disulfures, importants pour la
stabilisation du site de liaison du ligand. La partie C-terminale est, quant a elle, riche en
prolines et serines et contient des domaines sur lesquels 1’activité du canal peut étre modifiée
par phosphorylation. Ils émettent également I’hypothese que le TM2 forme, avec un domaine

hydrophobe adjacent, le pore du canal.
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Figure 3 : Structure des récepteurs P2X

(A) Représentation schématique d’une sous-unité P2X composée de deux domaines
transmembranaires TM1 et TM2, de domaines N- et C- terminaux intracellulaires et d’une
large boucle extracellulaire. Dans la boucle extracellulaire, les 10 résidus cystéines formant
des ponts disulfures sont représentés. D’aprés Mittal et al. (2016) (B) Structure
cristallographique d’une sous-unité P2X4 de poisson-zébre. Chaque sous-unité s’apparente a
un dauphin dont les différentes parties sont représentées par couleur. D’arés Hattori et al.
(2012)

Par la suite, plusieurs études ont montré que les différents sous-types de P2X ont une
structure similaire a celle décrite par Brake en 1994*. Les P2X sont des protéines de 384 a
595 acides aminés, ayant une partie N-terminale trés conservée parmi les différents sous-types
de P2XR tandis que la partic C-terminale varie considérablement®™. En outre, la boucle
extracellulaire posséde 10 résidus cystéines hautement conservés entre les différents P2X,
formant 5 ponts disulfures*. La cristallisation de P2X4R, en configuration fermée chez le
poisson-zébre en 2009* puis en configuration ouverte en 2012, a permis de confirmer
I’architecture générale de ces récepteurs. La structure globale d’une sous-unité¢ reprend la
forme d’un dauphin. Les deux domaines transmembranaires forment la queue du dauphin
tandis que la large boucle extracellulaire forme le corps et la téte ainsi que les trois nageoires :
gauche, droite et dorsale. Le corps du dauphin représente I’architecture centrale de la boucle
extracellulaire, composée de feuillets B, tandis que la téte est composée de trois feuillets B et
d’une hélice a (Figure 3). Cependant, dans cette étude cristallographique, le récepteur est
tronqué de ses parties N- et C-terminales® et ce n’est qu’en 2016, lors de la cristallisation de

P2X3R, que les parties intracellulaires sont mises en évidence. Elles sont composées de
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structures en feuillets B formant une « casquette cytoplasmique » et jouent un role dans

, oy eqe . , 4
I’ouverture du pore et la désensibilisation du récepteur’.

Modifications post-traductionnelles

Glycosylation

Des ¢tudes de mutagénése, puis de cristallographie de P2X4R, ont mis en évidence des sites
de N-glycosylation sur la boucle extracellulaire des P2XR. Chaque P2XR possede de trois a
six sites de glycosylation, d’une séquence consensus Asn-X-Ser/Thr (dans laquelle X peut
étre n’importe quel acide aminé excepté la proline). Des travaux de mutagénese et 1’utilisation
de tunicamycine (inhibant 1’addition de N-acétylglucosamine) sur P2X1R*, P2X2R*"°,
P2X3R’! et P2X7R** montrent le role de la glycosylation dans 1’adressage des récepteurs a la
membrane. En effet, ’expression membranaire des P2XR est diminuée lorsque ces derniers
ne possédent pas au minimum deux N-glycans®-". En outre, des études sur P2X1R, P2X3R et
P2X7R montrent que des mutations spécifiques d’un site unique de glycosylation altérent

. . . . 48,51,52
I’adressage a la membrane ainsi que les fonctions des récepteurs™ ™ .

Ponts disulfures

La présence de cystéines dans la boucle extracellulaire a été identifiée trés tot* mais ce n’est
qu’avec les études de Ennion et al. et de Clyne et al. en 2002, que la présence de ponts

. ror r 44,53
disulfures a été confirmée™™

. Les ponts disulfures contribuent a la structure tertiaire et
quaternaire des récepteurs. Tous les P2XR posseédent, au sein de leur boucle extracellulaire,
dix cystéines formant 5 ponts disulfures. Des études de mutagénese ont mis en évidence leur
role dans la réponse a I’ATP : des simples mutations sur des cystéines de P2X2R affectent la
réponse a I’ATP, modifiant ’'ECso>. Il a également été montré que des mutations sur les

cystéines C261 et C270 de P2X1R modifient I’adressage du récepteur a la membrane™.

Phosphorylation

Parmi les motifs remarquables au sein des P2XR, des sites de phosphorylation peuvent étre
relevés. En effet, les P2XR possédent, dans leurs domaines intracellulaires, des sites de
phosphorylation par la protéine kinase C (PKC) de séquence Thr-X-Arg/Lys. Ces sites de
phosphorylation semblent jouer un réle primordial dans la désensibilisation des récepteurs
puisque des études de mutagénése sur P2X1R et P2X2R montrent une désensibilisation plus

54,55

rapide de ces récepteurs’™”. Bien que Boué-Grabot et al. identifient la Thr18* comme site de
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phosphorylation, Franklin et al. ne trouvent pas de preuve de la phosphorylation de P2X2R en

immunoblot™®.

Des sites de phosphorylation dans le domaine C-terminal ont ¢galement été identifiés sur
P2X4R et P2X7R. Ainsi, P2X7R serait phosphorylé¢ a I’état basal sur la Tyr343 et une
déphosphorylation provoquerait son activation’’. Quant a P2X4R, il voit ses fonctions
modulées par une protéine kinase A (PKA) dépendante de I’AMPc, bien qu’une
phosphorylation directe soit peu probable™.

Des domaines de phosphorylation par la PKC ont également été retrouvés sur 1’ecto-domaine
de P2X3R et la phosphorylation de ces sites potentialise le courant induit par I’agoniste af3-
meATP®,

Structure quaternaire et interactions

L’idée d’une oligomérisation des récepteurs P2X a été émise trés tot, en 1990, lorsque Bean
suggere, grace a des études électrophysiologiques, la présence de trois sites de liaison a
I’ATP®'. Par la suite, des expériences de cross-linking et d’électrophorése en condition native
ont mis en évidence un assemblage en trimére de P2XIR et P2X3R%. Cette structure
quaternaire a ensuite été confirmée par microscopie & force atomique®, par microscopie

électronique®™, puis par la structure cristallographique de P2X4R™.

Afin d’étre fonctionnels, les P2X doivent s’assembler en trimére. Tous les P2XR forment des
homotriméres fonctionnels, a I’exception de P2X6R®, qui, en systéme hétérologue, se
présente sous forme de monoméres retenus dans le réticulum endoplasmique (RE)®. Lors de
la mise en évidence des interfaces de contact par cristallographie, il a été suggéré que
I’incapacité de P2X6R a former des homomeres serait due a un déficit de 9 résidus dans la

. . . . . .., 45
nageoire gauche, compromettant ainsi les interactions entre sous-unités .

Les P2XR peuvent également former des hétéromeres. Torres et al. ont montré que, en
systéme hétérologue, tous les P2X, a I’exception de P2X7, peuvent s’hétéromériser”.
Cependant, malgré la démonstration de 1’existence de ces hétéromeres dans des systemes
hétérologues, seuls les hétéroméres P2X1/5R®, P2X2/5R® et P2X2/3R™7 ont été
caractérisés en tissus natifs ; la présence des hétéromeres P2X1/2R", P2X1/4R™, P2X2/6R™
en tissus natifs a seulement été suggérée. Derni¢rement, une étude a montré I’existence dans
un systeme hétérologue d’un récepteur composé de trois sous-unités différentes, formant ainsi
un trimére P2X3R/P2X4R/P2X6R™. Cependant, il n’existe pas d’évidences fonctionnelles

d’un tel récepteur ni de son existence dans des systémes natifs.

10
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Récemment, et en contradiction avec la premicre étude de Torres et al. sur les hétéroméres,
I’existence d’une forme hétéromerique P2X4/7R a été observée dans des cellules HEK et dans
des macrophages”. Dans cette étude, Guo et al. montrent que P2X4R et P2X7R co-
immunoprécipitent mais également que P2X7R stabilise I’expression de P2X4R a la
membrane. Cependant, d’autres études plus poussées d’électrophorése en condition native et
de cross-linking ont par la suite montré que P2X4 et P2X7 ne forment pas d’hétéromeres mais

7678

interagissent entre eux sous forme d’homomeéres™ °. Il a en effet ét¢ montré que les

homotriméres des P2XR pouvaient interagir et former des clusters modulant ainsi leurs

781 "En 2017, une étude de Schneider et al. revient sur Pexistence d’hétéroméres

propriétés
entre ces deux sous-unités et met en évidence une interaction qu’ils déclarent étre sous forme
d’hétéromere grace a la technique de FRET (Forster Resonance Energy Transfer). Cependant,
dans leur ¢étude, cette interaction ne provoque pas de nouvelles propriétés
¢lectrophysiologiquement discriminables mais résulte simplement en I’addition des propriétés

de P2X4R et P2X7R™.

b) Adressage a la membrane et recyclage

Les P2XR, une fois glycosylés et assemblés dans le RE, sont amenés vers la membrane par le
trans-Golgi. Ils sont ensuite internalisés et sont soit recyclés pour retourner & la membrane,
soit dirigés vers les lysosomes et endosomes tardifs. La cinétique de ces procédés d’adressage
et d’internalisation détermine la distribution des récepteurs. Comme mentionné plus haut, les
modifications post-traductionnelles telles que la glycosylation ou les ponts disulfures jouent

448 1.a localisation des P2XR est différente

un réle important dans 1’adressage a la membrane
selon leur composition : ils peuvent étre localisés a la membrane plasmique, dans le RE, dans
les lysosomes ou dans les endosomes tardifs. Il n’y a, a ce jour, pas de réle connu des P2XR
localisés dans les compartiments intracellulaires. Cependant, en conditions pathologiques, les
P2XR se trouvant dans des compartiments intracellulaires sont rapidement mobilisés afin

d’étre adressés a la membrane plasmique™*,

En 2004, un motif YXXXK commun a tous les P2X a été identifié¢ sur la partie C-terminale
des récepteurs®. Ce motif, situé¢ 8 résidus en aval du TM2 dans tous les P2X (excepté P2X7
qui contient un domaine de 18 résidus supplémentaires), permet de réguler I’expression des
P2XR a la surface. En effet, des mutations introduites dans ce motif réduit la stabilité du

récepteur P2X2R & la membrane plasmique et augmente son internalisation®.

11
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De maniere intéressante, il a été montré que 1’internalisation des P2XR est influencée par leur
activation ; la présence d’agonistes provoque ainsi une internalisation rapide des

. 86,8
recepteurs 87

¢) Fonctionnalité du récepteur

Site de liaison de ’ATP

Avant la cristallisation du P2X4R de poisson-zebre, de nombreuses études de mutagénese ont
permis ’identification de résidus essentiels pour la liaison de I’ATP. Des mutations réalisées
sur P2X1R et P2X2R ont permis de montrer que les résidus Lys70, Lys72, Arg298 et Lys316
ainsi que Phel88, Phe297, Thr189, Asn296 (numérotation selon P2X2R) sont essentiels pour

92,93 ,
7. Des études

la liaison de I’ATP** ', Ces acides aminés sont conservés pour tous les P2XR’
de co-expression de P2X3R avec des P2X2R mutés ont montré la nécessité d’avoir plusieurs
sous-unités pour former le site de liaison a I’ATP"*, ce site se trouvant a I’interface de deux
sous-unités”. En 2012, la cristallisation de P2X4R a permis de confirmer ’implication de ces
résidus dans le site de liaison de I’ATP*. Ces résidus permettent la formation de cavités entre

les sous-unités, formant ainsi trois sites de liaison pour chaque P2XR fonctionnel.

Ouverture du pore

La cristallisation du récepteur li¢ a ATP a mis en évidence un pore transmembranaire
ininterrompu se situant le long des TM2 : des fenestrations situées au-dessus des TM créent

. N . . 46
une voie d’acces aux ions assez larges pour le passage des cations™ .

La liaison de I’ATP sur le récepteur provoque un changement de conformation menant a
I’ouverture de ce pore : ceci est le ‘gating’. En effet, la superposition des conformations du
récepteur inactivé et activé permet de mettre en évidence un changement de conformation™
(Figure 4). La liaison de I’ATP entraine une « fermeture » de la cavité contenant le site de
liaison. Ce changement de conformation se répercute tout le long du récepteur et provoque
une rotation des hélices des TM, créant ainsi un pore pour les ions (Figure 4). La
cristallisation de P2X3R en 2016 a ensuite permis de mettre en avant un role des parties N- et
C-terminales. Lors de 1’ouverture du pore, une « casquette cytoplasmique » se forme au sein
de ces domaines, qui ancre la surface cytoplasmique des domaines TM et fournit ainsi une

« fenestration cytoplasmique » par laquelle passent les ions® .

12
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Figure 4 : Changement de conformation des récepteurs P2X suite a la liaison de I'ATP
(A) Schéma de I’activation du récepteur par I’ATP. Les fléches représentent le mouvement de
chaque partie afin de passer d’une conformation inactive a active. (B,C) Représentation du
corps et de la queue de P2X4 en conformation inactive (B) et active (C). Seules deux sous-
unités sont représentées. D’aprés Hattori et al. (2012)

Sélectivité ionique

Les récepteurs P2X sont des canaux perméables aux Na“, K™ et Ca®". Bien que décrits comme
canaux cationiques non sélectifs, il a ét¢ montré que P2X5R présente une perméabilité aux
ions chlorures™. La perméabilité des P2XR aux Na' et K' est relativement équivalente tandis
que leur perméabilité au Ca®" constitue une propriété propre a chaque sous-unité; la
perméabilité du récepteur dépend donc de sa composition en sous-unités.

o , . , . 1 1eis . . ror \ 98
Différentes études ont mis en évidence la perméabilité calcique des différents homoméres’”

(Tableau 2). Une étude de perméabilité relative de Migita et al. a identifi¢ des résidus
(Thr336, Thr339 et Ser340) localisés dans le TM2 responsables de la perméabilité des P2XR
aux cations”". Par la suite, Samways et Egan, ont identifi¢ des résidus chargés négativement et
localisés en extracellulaire prés de TM1 et TM2 contribuant a la sélectivité calcique'®. Ces
résidus étant présents sur P2X1R et P2X4R, ils leur conférent leur grande perméabilité au
calcium. A I’opposé, ces résidus ne sont pas présents sur P2X2R, le rendant moins perméable

a cet ion.

Désensibilisation des récepteurs

Lors d’une exposition longue a I’ATP, les récepteurs P2X se désensibilisent. Basés sur des

enregistrements en systéme hétérologue, les P2XR ont été classés en deux grandes

13
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catégories : les récepteurs a désensibilisation rapide, comprenant P2X1R et P2X3R, et les
récepteurs a désensibilisation lente, comprenant P2X2R, P2X4R, P2X5R et P2X7R* (Figure
5). La désensibilisation correspond a la transition d’un état ouvert vers un état fermé en
présence de I’agoniste. Elle est suivie d’une phase de récupération qui requiert le détachement
de I’agoniste et un changement de conformation vers un état fermé. La désensibilisation
constitue une caractéristique importante car elle détermine la cinétique de réponse en présence
prolongée de D’agoniste. Deés 1996, des travaux s’attardent sur la désensibilisation et
identifient les TM1 et TM2 comme éléments importants dans la désensibilisation'”'. La
structure cristallographique de P2X3R a ensuite permis de comprendre les changements de
conformation impliqués. Elle montre que les architectures en conformation ouverte et
désensibilisée ne sont pas similaires (Figure 5). Enfin, les auteurs suggerent que la stabilité de
la « casquette cytoplasmique » est responsable des différences de désensibilisation observées

4 4
entre recepteurs 7,

Dilatation du pore

Une des propriétés particuliéres des P2XR est la perméabilité aux larges cations, tels que le
NMDG", de certains récepteurs (P2X2R, P2X4R et P2X7R) aprés une exposition prolongée a
I’ATP. Deux hypothéses ont été¢ émises afin d’expliquer cette perméabilité. La premicre
suggere une dilatation du pore de maniere intrinséque. Le pore subit un changement de
conformation lent et se dilate. La deuxiéme hypothése suggere que la perméabilité aux larges
molécules est médiée par une voie qui est structurellement différente et qui est stimulée par
I’activation des P2XR'*. Des travaux utilisant des rapporteurs fluorescents ainsi que des
expériences mesurant le potentiel de réversion en patch clamp permettent de soutenir les deux
hypothéses'”. Cependant, des travaux récents remettent en cause ce phénoméne en montrant
que le changement de potentiel de réversion observé est dii @ un changement drastique de la
concentration intracellulaire en ions plutdt qu’a un changement de perméabilité. En effet
I’application prolongée d’ATP méne a une déplétion intracellulaire de Na' et une
accumulation de NMDG ', En outre, des travaux de 2018 montrent que les P2XR sont
instantanément perméables aux larges molécules. Ainsi ces récepteurs sont simultanément
perméables aux petits et larges ions, remettant en cause une « dilatation » du pore'”. Le

mécanisme permettant la perméabilité de ces récepteurs reste donc a ¢élucider.
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Figure 5 : Désensibilisation des P2XR
(A) Désensibilisation des différents récepteurs P2X homomériques exprimés dans des cellules
HEK lors d’une application bréve (haut) ou prolongée (bas) d’ATP. Seuls P2X1 et P2X3
désensibilisent lors d’une application bréve (2 sec) alors qu’une désensibilisation lente est
observée pour P2X2, P2X4 et P2X7 lors d’une application prolongée (60 sec). D’aprés Khakh
et North (2012). (B) Représentation de P2X3 en conformation fermée (gauche), ouverte
(milieu) et désensibilisée (droite). Une vue latérale (haut) permet de visualiser les
changements de conformation au niveau des TM alors qu’une vue de haut (bas) permet de voir

les changements au niveau du pore. D’aprés Mansoor et al. (2016)

Interaction avec les autres protéines

Comme mentionné précédemment, les récepteurs P2X peuvent interagir entre eux et former

79-81

des clusters modulant ainsi leurs propriétés (cf. §1.2.3a). Outre ces interactions, ces

récepteurs peuvent également interagir avec d’autres protéines. De nombreuses études mettent
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en évidence des interactions entre les P2XR et les récepteurs appartenant a la super famille
des canaux Cys-loop. Ainsi, des interactions fonctionnelles ont été décrites entre les P2XR et
des récepteurs GABAergiques' "' et nicotiniques'”’. Des interactions avec d’autres canaux
ont également été décrites. Par exemple, P2X5R forme un complexe moléculaire avec le canal
sodique ASIC3 (acid-sensing ion channel 3) et accroit la sensibilit¢ au pH de ce dernier,
formant ainsi un détecteur de coincidence pour ’ATP et un environnement acide'®. 11 a
¢galement été suggéré que P2X7R interagit avec 1’hemi-canal pannexine-1 et que cette
interaction fonctionnelle est impliquée dans la dilatation du pore de P2X7R'”. Outre les
récepteurs, les P2XR interagissent également avec d’autres protéines. Ceci a beaucoup été
étudié pour P2X2R et P2X7R car ils ont la particularité d’avoir une partie C-terminale longue,
permettant ainsi des expériences de « pull-down ». P2X2R interagit avec différentes protéines
telles que la PIIl-tubuline, la protéine heat-shock 90, la tubuline la ou la glutamine
synthétase. P2X7R a, quant & lui, au moins 11 partenaires différents parmi lesquels figurent la
B-actine, la protéine heat-shock 70 et la protéine heat-shock 90''’. Les autres P2XR n’ont été
que peu ¢étudiés dans ce contexte ; le manque d’anticorps spécifiques des P2XR reste un

obstacle dans 1’identification de partenaires protéiques.

d) Pharmacologie de récepteurs P2X

Les agonistes

L’agoniste naturel de tous les P2XR est I’ATP. La sensibilit¢ des P2XR a I’ATP varie
considérablement selon les sous-unités; la concentration efficace médiane (ECs),
concentration nécessaire pour atteindre 50% de la réponse maximale, variant entre des
concentrations sub-micromolaires, pour P2X1R, P2X3R, P2X5R, a des concentrations de
I’ordre de la centaine de micromolaire, pour P2X7R*® (Tableau 2). Les P2XR peuvent
¢galement étre activés par les diadenosines polyphosphates (Asp,Gs) mais avec une efficacité

beaucoup plus faible''".

Les agonistes utilisés aujourd’hui sont principalement des composés dérivés de I’ATP.
Chacun de ces dérivés présente des affinités différentes pour chaque P2XR (Tableau 2). Parmi
les plus couramment utilisés, I’ATPYS est métaboliquement plus stable que I’ATP mais n’est
pas spécifique des P2XR puisqu’il active également les P2YR. De méme, le 2-meSATP, bien
que fort agoniste, active également les P2YR. Au contraire 1’af-meATP, composé

relativement stable, n’active pas les P2YR et est donc plutdt spécifique de P2XR. Bien que
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ces composés soient de forts agonistes pour les P2XR, il n’en n’existe pas encore

réellement spécifiques de chaque P2XR.

P2X1R
Nom du géne P2RX1
Désensibilisation Rapide
Dilatation du pore Non
Permabilité Pey/Pna 4.8
Animaux KO existant Oui
Agoniste EC5g (M)
ATP 0.07
2MeSATP 0.07
afmeATP 0.3
BzATP 0.003
Antagoniste EC5y (M)
Suramine 1
PPADS 1
TNT-ATP 0.006
NF449 0.7

Modulateur ECjq (pM)

Ivermectine

P2X2R P2X3R

P2RX2
Lente
Oui
2.8
QOui

1.2

1.2

>300

0.75

10

>100

>30

P2RX3
Rapide
Non
1.2

Oui

0.3
0.8

0.08

0.001

=100

>30

P2X4R
P2RX4
Lente
Oui
4.2

QOui

10

10
>300

=500

>500

=100

0.25

P2X5R

P2RX5

Lente

L5

P2X6R

P2RX6

12

>100

=100

>100

P2XTR
P2RX7T
Lente

Oui

Oui

100
100
>300

20

500
a0
>30

>100

>30

Tableau 2 : Caractéristiques et pharmacologie des P2XR

de

Le tableau récapitule quelques caractéristiques importantes des P2XR ainsi que certains

agonistes et antagonistes. Pour la désensibilisation, « rapide » signifie <l seconde tandis que

« lente » signifie >20 secondes. D’aprés Khakh et North (2012)

Les antagonistes

Les antagonistes utilisés ont longtemps été des antagonistes non spécifiques tels que la

suramine, le PPADS ou le Brillant blue. Le TNP-ATP est un fort antagoniste des récepteurs
P2X1R et P2X3R avec des ICs (concentration pour inhiber 50% de la réponse) de 1’ordre de

la nanomolaire. L’implication des P2XR dans diverses pathologies a conduit au
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développement d’antagonistes plus spécifiques. Ainsi, des formes tronquées de la suramine,

telles que le NF449, montrent une affinité assez spécifique pour certains récepteurs’.

Des ¢études cristallographiques récentes ont permis d’identifier des sites de liaison
d’antagonistes allostériques. La cristallisation de P2X7R de panda a permis d’identifier un

premier site de liaison allostérique situé pres du site de liaison de I’ATP, dans une cavité se

"2 Par la suite, Wang et al. identific un autre site situé a

113

situant entre deux sous-unités
I’interface de deux sous-unités, a 1’aide de la forme humaine de P2X3R °. L’identification
des sites de liaison allostérique représente une grande avancée pour le développement

d’inhibiteurs spécifiques de chaque P2XR.

Autres modulateurs allostériques

La fonction des P2XR peut étre régulée par différents modulateurs allostériques''* tels que les
ions divalents Zn*", Ca*" et Mg®*". Le calcium inhibe ou diminue les courants de P2X2R,
P2X3R, P2X5R et P2X7R tandis que le Mg*" bloque les courants P2X2R et P2X7R. Le zinc
inhibe P2X1R et P2X7R mais potentialise P2X4R tandis qu’il semble avoir un effet différent
sur P2X2R, P2X3R et P2X5R selon la concentration utilisée. Le pH, ’alcool et les lipides

peuvent également réguler 1’activité des récepteurs.

¢) Role dans le systéme nerveux central

Dans le systéme nerveux, les P2XR sont exprimés dans différentes régions et types
cellulaires'"”. Dans les neurones, 1’expression des P2XR est observée au niveau du soma ainsi

116 ot Rubio

que des dendrites''®'"”. P2X4R est exprimé au niveau de ’arborisation terminale
et Soto montrent, par microscopie électronique, que P2X2R et P2X4R sont situés dans le
compartiment post-synaptique, plus particuliérement en périphérie, suggérant un role

modulateur dans la transmission synaptique.

Roéle des récepteurs P2X pré-synaptiques

De maniére générale, I’activation des P2XR pré-synaptiques augmente la probabilité de
libération des neurotransmetteurs. Khakh et a/. ont montré que, dans les neurones du noyau
mésencéphalique, I’application d’ATP en présence de tétrodotoxine (TTX) augmente la
fréquence de libération du glutamate''®. Dans I’hippocampe, I’activation des P2XR facilite la
libération de glutamate par les interneurones mais pas dans les neurones pyramidaux de
CA1'. Cet effet des P2XR a également été observé pour le GABA. Des enregistrements

dans des cellules de Purkinje du cervelet montrent que le PPADS et la suramine diminuent
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I’amplitude des courants inhibiteurs des cellules en panier. Dans cette étude, I’activation des

P2XR (probablement P2X2R et P2X3R) promeut les courants inhibiteurs GABAergiques'>’.

Les P2XR post-synaptiques

Divers travaux portant sur I’hippocampe et le cortex somatosensoriel ont montré la présence
de courants post-synaptiques excitateurs (EPSC) déclenchés par 1’activation des P2XR. Au
cours d’expériences réalisées en présence d’antagonistes des récepteurs glutamatergiques,
Pankratov et al. montrent qu’il existe un courant EPSC résiduel, qui peut étre bloqué par le
PPDAS, inhibiteur des P2XR'?'. Par la suite, Mori et al. montrent ¢galement son existence et
démontrent que I’application d’ATP sur des tranches organotypiques d’hippocampe reproduit

22 Ce dernier est également retrouvé dans des tranches de cortex

ce courant
somatosensoriel' >, impliquant ainsi les P2XR dans la transmission synaptique dans ces deux

structures.

= Les P2XR et les récepteurs AMPA

Dans une étude de 2005, Gordon et al. montrent que I’ATP joue un rdle crucial dans la
modulation de la transmission synaptique excitatrice des neurones magnocellulaires de
I’hypothalamus. Leur étude démontre que la norépinephrine (NA) augmente I’amplitude des
EPSC en augmentant le recrutement des récepteurs AMPA a la synapse. Ce processus est
dépendant de I’ATP libérée par les cellules gliales qui va activer les P2XR exprimés sur les
neurones. Cette activation entraine ’entrée de calcium, qui a son tour va activer la
phosphatidylionositol-3-kinase (PI3K) et permettre le recrutement des récepteurs AMPA a la
membrane post-synaptique. Par ce processus, les P2XR, activés par I’ATP provenant des
cellules gliales, contribuent donc a la modulation de la réponse post synaptique

glutamatergique'**.

A TDopposé, une étude récente de Pougnet et al. montre que, dans des neurones
hippocampiques, I’activation des P2XR par de I’ATP exogene ou de I’ATP libérée par les
cellules gliales provoque une diminution de I’amplitude des EPSC. Contrairement a 1’étude
précédente, ces travaux indiquent que les P2XR provoquent une internalisation des récepteurs
AMPA conduisant a la diminution de 1’amplitude des EPSC'*. Une deuxiéme étude montre
que I’inhibition des courants glutamatergiques médiée par les P2XR est dépendante de la
composition en sous-unités des récepteurs AMPA. Ainsi, en systtme hétérologue, P2X2R
provoque I’inhibition des courants des récepteurs AMPA contenant les sous-unités GluAl ou

GluA4 mais pas, ou peu, de ceux contenant la sous-unité GluA3'*°,
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Ces résultats montrent que les P2XR, activés par I’ATP provenant des cellules gliales,
peuvent moduler positivement ou négativement la transmission glutamatergique selon les

régions impliquées.

= Les P2XR et les récepteurs NMDA

Des études se sont également intéressées au role des P2XR dans la transmission médiée par
les récepteurs NMDA. Dans les neurones pyramidaux de CA1, I’inhibition des P2XR par le
PPADS facilite la potentialisation a long terme (LTP) dépendante des récepteurs NMDA. Les
auteurs suggerent que les P2XR inhibent la LTP en affectant son seuil via 1’entrée de
calcium : en contrélant la concentration basale de calcium, les P2XR agissent comme filtres

127 De méme, une étude de Lalo et al.

afin que les faibles stimuli ne provoquent pas de LTP
montre que I’ATP libérée par les neurones et par les astrocytes active les récepteurs P2X post-
synaptiques, conduisant a la diminution des récepteurs NMDA a la membrane. Ce phénomene
est dépendant du calcium ainsi que de la protéine PSD95. Ainsi I’activation des récepteurs
P2X régulerait négativement la LTP. En effet, Lalo et a/. montrent que la LTP est induite plus
facilement dans des modeles P2X4R-KO que chez les Wild-type (WT), suggérant que P2X4R
module le seuil de LTP'*®. A D’opposé, d’autres études utilisant des souris P2X4R-KO

montrent que ces derniéres présentent une LTP altérée, ayant des amplitudes d’EPSC plus

faibles'*”13,

Bien que des conclusions divergentes émergent de 1I’ensemble de ces travaux, il est indéniable

que les P2XR jouent un role essentiel dans la modulation de la transmission glutamatergique.

= Les P2XR et les récepteurs GABA

Les effets divergents de I’ATP dans ces travaux réalisés en tranche ou culture neuronale
pourraient étre dus a des effets opposés de I’ATP sur le systeme glutamatergique et
GABAergique. Dans des études de co-expression de P2X2R avec différents récepteurs
GABA,, Boué-Grabot et al. montrent un cross-talk entre ces deux récepteurs, s’inhibant
mutuellement. Ainsi I’activation simultanée de ces récepteurs entraine une inhibition de leur
réponse”'. De maniére intéressante, ils montrent que ce cross-talk est dépendant de la

.. s r 105
composition en sous-unités des récepteurs GABAA

. En outre, la co-expression de ces
récepteurs dans des neurones hippocampiques résulte en une relocalisation des récepteurs
GABA, & la membrane plasmique'. Lalo et a/. montrent également que, dans le cortex,
’activation des P2XR neuronaux par I’ATP libérée par les astrocytes mene a une diminution

de I’amplitude des courants GABA par un processus d’internalisation. Ce processus est inhibé
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par le PPADS et est fortement diminué chez les souris P2X4R-KO"?. Par ailleurs, bloquer
I’endocytose des P2X4R dans une population de neurones inhibiteurs de I’hypothalamus
réduit I’amplitude des courants post synaptiques inhibiteurs'*®. Cette inhibition serait due a
une interaction entre les récepteurs GABA et P2X4R a la membrane grace a un motif

essentiel YV,

Dans les neurones, les P2XR jouent donc un rdle essentiel en modulant ’activité synaptique,
agissant a la fois sur la libération de neurotransmetteurs et sur les récepteurs AMPA, NMDA

et GABA (Figure 6).

Presynapse Presynapse Presynapse

GABA

ATP

Astroeyte
process
[ Exeerysymapse ] Inhibitory synapse |
Increase of synaptic efficacy T Decrease of synaplic efficacy
. mGLUR . Adrenoceptor w P2X receptors ' AMPAR w NMDAR " GABA,R

Figure 6 : Roles des P2XR post-synaptiques

La noradrénaline et le glutamate activent les récepteurs astrocytaires et déclenchent la
libération d’ATP. L’activation des P2XR a la synapse glutamatergique (bleu) peut déclencher
I’insertion des récepteurs AMPA a la membrane via un processus PI3K dépendant, conduisant
ainsi a une potentialisation synaptique (gauche). Cependant, elle peut également déclencher
une internalisation des récepteurs AMPA par un processus dépendent de la CAMKII
provoquant ainsi une dépression synaptique (milieu). Les P2XR peuvent également moduler
les récepteurs NMDA. A la synapse inhibitrice (marron), les P2XR peuvent altérer les
courants inhibiteurs en modifiant les récepteurs GABAA. D’aprés Boué-Grabot et al. (2017)

Les P2XR dans les cellules gliales

Récemment, les récepteurs P2X ont été également étudiés dans les cellules gliales. Au niveau
transcriptionnel, tous les P2XR sont exprimés dans les astrocytes et I’expression protéique des
P2XR a également été démontrée dans diverses régions'>. Balleri et al. montrent in vitro que
les P2X7R astrocytaires répondent a ’ATP et que leur activation conduit a un influx de

134

calcium ™. Par la suite, ’expression des récepteurs P2X1/5R fonctionnels dans des tranches a

été démontrée®” et une étude de Palygin et al. suggére que les P2X1/5R des astrocytes
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corticaux peuvent étre activés par I’ATP libérée par les neurones et ainsi activer une

. . . . . . . 123
signalisation calcique, contribuant au dialogue neurone-glie .

Les oligodendrocytes expriment également des P2XR. Les précurseurs de ces cellules en
culture expriment P2X1R, P2X2R, P2X3R et P2X7R, et ’expression de récepteurs P2X7
fonctionnels a été montrée dans des oligodendrocytes du nerf optique et de la moelle épiniére.
Dans des oligodendrocytes du nerf optique en culture, la stimulation excessive de P2X7R
entraine une dégénérescence cellulaire, suggérant son rdle potentiel dans des pathologies
impliquant la myélinisation'>.

Enfin, les P2XR sont également exprimés par les microglies. P2X4R et P2X7R sont les seuls

5

P2XR ayant été caractérisés'>> et de nombreux travaux rapportent leur implication dans
y pp p

. . .. . roror : 136,13
I’inflammation ainsi que dans des maladies neurodégénératives'*®"’,

La partie 2 de
I’introduction étant consacrée aux cellules microgliales, les roles des P2XR dans ces cellules

y seront développés (cf. §2.2.2).

f) Roles dans les pathologies du systéme nerveux

De par leur expression ubiquitaire, les P2XR sont impliqués dans nombreux processus
physiologiques et pathologiques. Les P2XR étant fortement exprimés dans le SNC, de
nombreuses études ont mis en évidence leurs implications dans divers contextes

pathologiques. Le paragraphe suivant traitera de quelques pathologies impliquant des P2XR.

Les P2XR dans la douleur

= P2X2/3R

Les P2XR jouent un rdle dans la transmission nociceptive périphérique et centrale.

8

L’application d’ATP sur la peau provoque une sensation de douleur'’® et la présence de

P2X3R dans une sous-population de nocicepteurs, principalement sous forme P2X2/3R, a été

139,140

démontrée . L’utilisation d’animaux P2X3R-KO a permis de mettre en évidence une

diminution des comportements nociceptifs provoqués par I’ATP ou la formaline'*'. De plus,
ces animaux présentent une augmentation de I’hyperalgésie lors d’une inflammation

1 .
1 Au contraire,

chronique induite par I’injection de CFA (Complete Freund’s Adjuvant)
I’inhibition de I’expression de P2X3R, par des oligonucléotides antisens ou par un antagoniste
spécifique, 1’A-317491, provoque un effet anti-hyperalgésique lors de douleurs

142,143

inflammatoires chroniques . Ces résultats sont donc contradictoires, suggérant des

changements adaptatifs dans le modele KO.
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= P2X4R

P2X4R joue également un rdle dans les douleurs neuropathiques. En effet, I’invalidation
génétique de P2X4R ou son inhibition par des oligonucléotides antisens réduit 1’allodynie
provoquée par la douleur neuropathique sans affecter les réponses a la douleur aigue'**'*.
Dans ces modeles de Iésion de nerf périphérique, 1I’expression de P2X4R est induite dans les

. . . 145,146
microglies spinales

. En outre, I’administration intrathécale de microglies exprimant
P2X4R et préalablement stimulées a I’ATP provoque une allodynie chez des animaux naifs,
suggérant que les P2X4 microgliaux activés sont suffisants pour produire une allodynie

tactile!®

. Dans une étude de 2005, Coull et al. montrent que la libération de BDNF (Brain-
Derivated Neurotrophic Factor) par les microglies est nécessaire a I’induction de 1’allodynie
tactile'"’. Le BDNF, en se fixant sur le récepteur TrkB, entraine, probablement via une
régulation négative du transporteur chlorure-potassique KCC2, une diminution de 1’inhibition
GABAergique, menant a une hyperexcitabilité neuronale'*’. Par la suite, Ulmann et al.
démontrent que I’activation de P2X4R dans les microglies méne a une libération de BDNF'*°

(Figure 7).

P2X4R a également été impliqué dans la douleur inflammatoire. En effet, les souris
n’exprimant pas P2X4R ne développent pas d’hypersensibilité suite a I’injection en périphérie
de divers composés inflammatoires. Suite a ces injections, I’activation des P2X4R dans les
macrophages conduit a I’activation de la phospholipase A2 (PLA2) et de la cyclooxygénase

% Plus récemment, il a

(COX) et par conséquent a la synthése de prostaglandine E2 (PGE2)
ét¢ montré que les P2X4R neuronaux étaient également impliqués dans la douleur
inflammatoire. Suite a une inflammation chronique, P2X4R est surexprimé dans des neurones
de ganglion rachidien et déclenche la libération autocrine de BDNF causant ainsi une

hyperexcitabilité neuronale spinale'*.

Dans ces études, I'utilisation de souris P2X4R-KO ne permet pas de discriminer les effets des
P2X4R neuronaux de ceux exprimés par les microglies et macrophages. Des modeles
d’invalidation spécifique de chaque type cellulaire sont donc nécessaires afin de mieux définir

I’implication de P2X4R dans la douleur.
= P2X7R

P2X7R est également impliqué dans les douleurs inflammatoires et neuropathiques. En effet,

150-152

apres lésions neuropathiques, P2X7R est surexprimé dans la moelle épiniere et les

animaux P2X7R-KO ne développent pas d’hypersensibilité. De méme, aprés une injection de
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CFA, les souris P2X7R-KO montrent une hypersensibilité réduite'*°. L’implication de P2X7R
a été confirmée par I'utilisation d’antagonistes de P2X7R, qui supprime le développement de

LIS "En outre, 1’étude de Chessel et al. révéle une augmentation

I’hypersensibilit¢ mécanique
de DI’Interleukine-1B (IlI-1B) apres inflammation, qui est réduite chez les animaux P2X7R-
KO'". Dans ce contexte, il est intéressant de noter que des animaux KO pour 1'II-1B
présentent une diminution de 1’hyperalgésie thermique et mécanique suite a I’injection de
CFA ainsi qu’une allodynie réduite dans des modéles de douleurs neuropathiques'”. Ainsi
ces ¢tudes montrent que la douleur inflammatoire ou neuropathique implique I’activation des

récepteurs P2X7R par I’ATP et la libération de I’'Tl-1p.
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Figure 7 : Mode d'action de P2X4R dans la douleur neuropathique

La 1ésion nerveuse périphérique active les microglies de la corne dorsale de la moelle
épiniére. P2X4R, induit dans ces microglies, est activé par I’ATP est provoque la libération
autocrine de BDNF. Dans les neurones de la corne dorsale, le BDNF régule négativement
I’expression du transporteur KCC2 a la membrane, par l’intermédiaire de TrkB. Cette
diminution de KCC2 entraine une augmentation de la concentration de chlore intracellulaire,
ce qui altére le potentiel ionique de la membrane. Les neurones inhibiteurs GABAergiques,
normalement hyperpolarisants, deviennent dépolarisants et leur activation résulte en une
hyperexcitabilité des neurones. D’aprés Tsuda et al. (2013)
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Les P2XR dans I’épilepsie

Trés tot, des études ont montré I’implication de I’ATP dans 1’épilepsie. En effet, I’application
d’ATP exogene entraine une hypersensibilité neuronale et déclenche des crises épileptiques.
De plus, I’altération de la libération vésiculaire d’ATP diminue la fréquence des crises et les

4

dommages neuronaux'>*. L’expression de P2X7R est augmentée chez les patients

135 et du

épileptiques'™* ainsi que dans les neurones et les microglies de I’hippocampe
neocortex'*® chez les souris aprés un Status Epilepticus. Dans un modéle d’injection de
kainate dans I’amygdale, Engel et al. montrent que ’activation de P2X7R augmente la durée
des crises tandis que I’utilisation d’antagonistes de P2X7R les diminue. Ils remarquent
également une diminution de I’amplitude des crises chez les souris P2X7R-KO'”. Des
résultats similaires ont été retrouvés lors de I’injection de kainate dans les ventricules'®,
suggérant un rbéle délétere de P2X7R dans D’épilepsie. Suite a une crise d’épilepsie, la
libération de molécules inflammatoires va participer aux dommages neuronaux'”’. Au vu de
I’implication de P2X7R dans I’inflammation, il est intéressant de noter qu’une diminution

d’Il-1B mature ainsi que de la réactivité microgliale sont observées chez les animaux

épileptiques traités avec des antagonistes de P2X7R.

Au contraire, plusieurs études de Kim et al. suggeérent que P2X7R aurait un role bénéfique.
En effet, dans un modele d’injection de pilocarpine (un agoniste des récepteurs
cholinergiques), les animaux P2X7R-KO montrent une plus grande susceptibilité aux crises
épileptiques'”®. De méme, des animaux WT traités avec des antagonistes de P2X7R montrent

158,159

une plus grande susceptibilité et une augmentation de la mort neuronale . Ainsi,

I’implication, bénéfique ou délétére, de P2X7R reste encore a éclaircir.

Il a également été montré que P2X4R est impliqué dans 1’épilepsie. Cependant, des
conclusions divergentes sont observées concernant 1I’expression de P2X4R apres induction du
Status Epilepticus. Engel et al. n’observent pas de changement dans 1’expression de P2X4R
aprés induction de Status Epilepticus dans un modele d’injection de kainate dans

55

I’amygdale'” tandis que Dona et al. mettent en avant une diminution de P2X4R dans

160

I’hippocampe dans un mod¢le d’injection de pilocarpine ™. Au contraire, dans un modéle

d’injection de kainate intrapéritonéale, une augmentation de 1’expression de P2X4R dans
I’hippocampe est observée'°""'** ; P2X4R est induit dans les microglies 48h aprés le Status
Epilepticus'®. En outre, utilisation de souris P2X4R-KO permet de mettre en évidence une
diminution de la réactivit¢ microgliale accompagnée d’un changement de propriétés de ces

cellules. Une diminution de I’expression de génes pro-inflammatoires ainsi qu’une diminution

25



INTRODUCTION : La signalisation purinergique

de la mort neuronale sont également observées chez ces animaux'®. L’absence de P2X4R
semble donc avoir un effet bénéfique dans ce contexte. Cependant, P2X4R étant également
exprimé par les neurones, des modeles de délétion conditionnelle du géne sont nécessaires

afin d’étudier plus précisément le role de P2X4R dans 1’épilepsie.

Dans I’ensemble, les études portées sur les P2XR montrent leurs implications dans des
processus physiologiques et pathologiques. Exprimés par les neurones et les cellules gliales,
ils jouent un réle essentiel dans la transmission nerveuse mais sont également importants dans

diverses pathologies.

1.2.4 Focus sur P2X4R : propriétés et spécificités

P2X4R présente les caractéristiques typiques des P2XR décrites ci-dessus. P2X4R a une

perméabilité calcique élevée™, est largement exprimé dans les neurones et microglies et est

146

impliqué dans diverses pathologies . P2X4R étant le récepteur au centre des travaux de cette

these, la partie suivante s’attardera a détailler ses propriétés.

a) Propriétés générales

P2X4R est I'un des P2XR les mieux conservés parmi les vertébrés. A ce jour, les ADNc de
P2XA4R de rat, de souris, d’embryon de poulet, de Xenopus et d’humain ont été clonés*. Le
géne p2xr4 contient 12 exons et la protéine est constituée de 384 acides aminés. Chez
I’humain, le géne p2rx4 est situé sur le chromosome 12**. Le P2X4R de poisson-zébre est le
premier P2XR dont la structure a été cristallisée (cf. §1.2.3a). La structure du P2X4R de rat a

. . . .y LT P S : A 163
¢été partiellement cristallisée et est similaire a celle du poisson-zebre ™.

Fonctionnalité du récepteur

Les récepteurs P2X4 sont activés par des concentrations micromolaires d’ATP (cf. Tableau 2)
et désensibilisent lentement™ (cf. Figure 5). Ils présentent I'une des perméabilités calciques
les plus élevées parmi les P2XR, avec une perméabilité proche de P./Pn.~4.2"°. P2X4R
présente également des propriétés de dilatation du pore. En effet, lors de 1’application
prolongée d’ATP, P2X4R devient perméable aux larges cations tels que le NMDG'*'%°_ Cet
effet semble étre dépendant de la concentration en calcium'® et implique des changements

structurauxl“.
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Adressage a la membrane et internalisation

P2X4R a beaucoup été étudié pour ses propriétés particulicres d’internalisation. Dans les
neurones, microglies et macrophages péritonéaux, P2X4R est principalement localisé au sein

’ 167,168
des endosomes précoces et des lysosomes'®”

. En effet, P2X4R est rapidement internalisé de
maniére constitutive mais également suite a son activation'®’. Cette internalisation semble étre
dépendante de la dynamine et de la clathrine'®”'®. Comme tous les P2XR, P2X4R possédent
un motif d’internalisation YXXXK en C-terminal (cf. §1.2.3b). Cependant, ils possédent, en
aval de ce dernier, un motif distinct YXXGL, qui est responsable de son internalisation

169

rapide . L’internalisation via ce motif est dépendante de la clathrine et ce motif interagit

avec la sous-unité p2 de la protéine adaptatrice AP2'%

. Qureshi et al. ont également identifié
un motif dileucine responsable de ’internalisation, localisé dans la partie N-terminale de la
protéine. En outre, ils montrent que des mutations simultanées sur ce motif dileucine et sur le
motif YXXGL amplifient cette diminution, suggérant que ces deux motifs contribuent

168

indépendamment a I’endocytose de P2X4R ™. Enfin, cette étude montre que les P2X4R

lysosomaux résistent a la dégradation lysosomale grace aux N-glycanes qu’ils posseédent.

Récemment, Fois et al. ont montré que I’internalisation des P2X4R dans des compartiments
acides est essentielle pour la resensibilisation du récepteur car il facilite la protonation et
déprotonation de résidus histidine'”°. Suite & une stimulation de 1’exocytose des lysosomes
par la ionomycine, I’expression et la réponse de P2X4R a la membrane sont accrues,
suggérant que les P2X4R lysosomaux peuvent étre mobilisés afin d’augmenter la réponse a

PATP. '8,

La localisation lysosomale de P2X4R a entrainé un intérét particulier pour son role
intracellulaire. En effet, la concentration d’ATP étant élevée dans les lysosomesm, la
présence de P2X4R et de son agoniste naturel dans ces vésicules laisse supposer que P2X4R
pourrait étre activé. Huang et al. ne trouvent que peu de courant dans ces vésicules a un pH de
4,6, tandis qu’un pH de 7,4 induit I’apparition de courant P2X4R'”'. Cette sensibilité au pH
est également connue pour les P2X4R situés a la membrane et le résidu His286 du P2X4R
humain a été identifi¢ comme responsable de cette sensibilité™. Par la suite, Cao et al.
montrent que I’activation de P2X4R suite & une alcalinisation des lysosomes promeut la
fusion des lysosomes et des endosomes. Plus précisément, 1’activation de P2X4R conduit a
une augmentation de calcium, activant la calmoduline. Cette derniére va interagir avec
P2X4R afin de promouvoir la fusion des vésicules'’>. L’activation de P2X4R dans les

lysosomes est donc dépendante du pH et semble déclencher une fusion vésiculaire. Dans des
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conditions physiologiques, bien que I’ATP et P2X4R soient abondants dans les lysosomes, les

P2XA4R restent inactifs di au pH acide.

Récepteur hétéromeére de P2X4R

Similairement a la majorit¢ des P2XR, P2X4R forme des hétéromeres avec des sous-unités
différentes. Torres et al. montrent que P2X4R s’associe avec P2X5R et P2X6R dans un
systéme hétérologue®. Dans des ovocytes de Xenopus laevis, P2X4R est capable de former
des hétéromeres avec P2X1R. Ces hétéromeres montrent des propriétés cinétiques similaires a

P2X4R mais une pharmacologie semblable a celle de P2X1R'".

Egalement dans des ovocytes des Xenopus laevis, il a ét¢ montré que P2X4R et P2X6R
forment des hétéromeres fonctionnels présentant des profils ¢électrophysiologiques et
pharmacologiques distincts des homoméres P2X4R'™. Ces hétéromeéres sont également
exprimés en systéme recombinant dans des cellules HEK et présentent une localisation
similaire & celle de P2X4R'"". La localisation de ces deux récepteurs au sein de méme

117,175
cellules''”!”

a mené a spéculer sur leur hétéromérisation. En effet, P2X4R et P2X6R sont
exprimés dans les neurones de I’hippocampe et dans les cellules de Purkinje du cervelet,
cependant aucune étude n’a, a ce jour, démontré 1’existence fonctionnelle de ces hétéromeres

dans ces structures.

Enfin, comme discuté précédemment, des études se sont attardées sur l’interaction entre
P2X4R et P2X7R. Les études, controversées, semblent plutét montrer que ces récepteurs ne
forment pas d’hétéromeres mais se comportent comme deux homotrimeres qui interagissent

entre eux (cf. §1.2.3a).

b) Pharmacologie

Les agonistes

L’ATP active les récepteurs P2X4 avec des ECsy estimées entre 3 pM et 10 uM. P2X4R est
également activé par différents agonistes tels que I’ATPyS, le 2-meSATP et le BZATP''! (cf.
Tableau 2). Par ailleurs, le potentiel agoniste de I’afpmeATP est dépendant de l’espece
considérée. Ainsi, longtemps considéré comme inactif sur les P2X4R de rat, ’ofmeATP agit

comme un agoniste sur les P2X4R de souris et d’humain'”

. P2X4R est également activé par
les diadenosines polyphosphates ; AP4 ayant un fort potentiel (ECsop entre 2 uM et 10

uM)'7 Dy coté des modulateurs allostériques, P2X4R est potentialisé par le bleu de
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8

cibracon'’® et le reactive blue'’*. Cependant ’agoniste allostérique de P2X4R le plus

remarquable est I’ivermectine.

Le cas de ’ivermectine

L’ivermectine (IVM) est un modulateur allostérique positif de P2X4R. Ne potentialisant pas
les courants des autres P2XR, I’IVM parait spécifique de P2X4R'”; il semble cependant

0

pouvoir moduler P2X7R humain'®. Bien qu’il ait été proposé que I'IVM agisse en

r \ 84 r
augmentant le nombre de récepteurs a la membrane ', de nombreuses études montrent que

'IVM agit de maniére allostérique™ '®

. L’IVM potentialise les courants P2X4R en
augmentant leur amplitude, le temps de désactivation de P2X4R ainsi que son affinité pour
I’ATP'”. Ces phénoménes sont déclenchés par des mécanismes différents et Priel et al.
montrent 1’existence de deux sites d’affinité différents pour 'IVM. Un premier site, de haute
affinité, module 1’amplitude du courant sans changer le temps de désactivation tandis qu’un
deuxiéme site, de plus basse affinité, prolonge la cinétique de désactivation'®. Des études
utilisant des chiméres de récepteurs P2X2R et P2X4R ont mis en évidence I’importance des

I8LIS2 "B effet, les chiméres

domaines transmembranaires dans les effets produits par I'IVM
P2X2R contenant les domaines transmembranaires de P2X4R sont sensibles a I'TVM'®. Plus
précisément, la séquence V49-V61 de P2X4R est importante pour 1’effet de I'IVM sur la
désactivation du récepteur'®'. De nombreuses études se sont ensuite attardées a identifier les
résidus impliqués dans la potentialisation par 'IVM. A ’aide de mutagénéeses dirigées, de
multiples sites d’interaction ont été identifiés, permettant de supposer que 'IVM agit en

. - . . 183
s’insérant entre deux hélices transmembranaires adjacentes .

Les antagonistes

Contrairement aux autres sous-unités, P2X4R est relativement insensible a la suramine.
P2X4R de rat est également insensible au PPADS tandis que ce dernier agit comme
antagoniste sur les orthologues souris et humain'’®. Le Brillant Blue G (BBG) est un faible
antagoniste tandis que le TNP-ATP inhibe les courants P2X4R avec une ICso de 15 pM''" (cf.
Tableau 2). Plus récemment, le 5-(3-Bromophenyl)-1,3-dihydro-2H-benzofuro[3,2-¢]-1,4-
diazepin-2-one (5-BDBD) a été caractérisé comme fort antagoniste de P2X4R'®. Le 5-BDBD
inhibe les courants P2X4R avec une ICso de 0,75 uM et semble spécifique de ce récepteur. En
effet, le 5-BDBD utilis¢ a 10 uM inhibe fortement les courants P2X4R mais n’a pas d’effets
sur P2X2R et P2X7R. A cette concentration, il semble cependant inhiber les courants P2X1R

et P2X3R, de 13% et 35% respectivement. En comparaison, dans les mémes conditions, le
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courant P2X4R est inhibé a 83%'’. Le 5-BDBD peut donc étre considéré comme un fort
antagoniste montrant une préférence pour P2X4R plutot que pour les autres sous-unités, bien

que son action sur P2X1R et P2X3R ne soit pas totalement négligeable.

¢) Les modéles murins d’étude de P2X4R

Afin d’étudier les roles de P2X4R dans des contextes physiologiques et pathologiques, des
modeles de knock-out pour P2X4R ont été générés. Trois modéles de KO sont
référencés (Figure 8). Dans la premiére souris générée, une cassette neomycine a été utilisée
afin de supprimer les exons 3, 4 et 5 de p2xr4. Dans ce KO, la cassette neomycine est
encadrée par deux sites loxP et remplace les exons 3, 4 et 5. Cette derniére est ensuite

1 1 . 18
éliminée avec une CRE recombinase'®’

. Dans le second mode¢le, une cassette LacZ/Neomycin
a été utilisée afin de remplacer une région comprenant le premier exon ainsi qu’une partie du
premier intro'*’ (Figure 15). Enfin, dans la derniére souris P2X4R-KO, un court fragment de

I’exon 2 est remplacé par une cassette IRES-lacX/Neomycine'™".

P2X4R étant exprimé de fagon ubiquitaire dans divers organes et dans différents types
cellulaires, 1’utilisation de modeles KO spécifiques serait plus pertinent afin d’étudier
précisément son role dans diverses fonctions. Récemment, divers modeles utilisant un
systtme CRE/lox ont été générés. Des souris, contenant un geéne p2xr4 dans lequel deux sites
loxP ont été insérés, sont croisées avec des souris exprimant spécifiquement la CRE
recombinase dans les cellules d’intérét. Les souris issues de ces croisements sont alors privées
d’un gene p2xr4 fonctionnel exclusivement dans les cellules exprimant la CRE recombinase.
Ainsi, des modéles de délétion de P2X4R spécifiquement dans des cellules myeloides'™ ou
dans des cellules endothéliales vasculaires'® ont pu étre générés.

ATG TGA
Wiks-type P2X4 locus 12+ 344508~ 7=~8~9 10111112

.ATS‘; TGA
Mutant P2X4 locus [456] (12 -6 — 78— 9 —10—1t—12

TGA

Mutant P2X4 locus (455 -2 3—~a—s5—6—7—8—a—10—1~12

ATG TGA

Mutant P2X4 loous (457 |1 (= 2[fl2—~ 3 — 4 =~ 6 6 1 7 [~ 8 ~ 9 = 10}~11—{12

Figure 8 : Représentation des génes p2rx4 mutés des modéles knock-out
Représentation du locus de p2xr4 wild-type (haut) ainsi que des différents KO. De haut en bas:
Wild-type, mutant généré par Yamamoto et al. (2006), mutant généré par Sim et al. (2006),
mutant généré par Brone et al. (2007). D’aprés Kaczmarek-Hajek (2012)
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2 Les microglies et les récepteurs purinergiques

2.1 Les microglies, cellules immuno-compétentes du CNS

Initialement décrites il y a plus de 100 ans, les microglies sont les macrophages résidents du
SNC. Présentées comme pouvant adopter deux états différents, « quiescent » et « réactif », les
microglies sont capables de s’adapter rapidement a leur environnement. En condition
physiologique, les microglies sont dans un état homéostatique dans lequel elles adoptent une
morphologie ramifiée et surveillent constamment leur environnement. Lors d’une
perturbation, les microglies deviennent réactives, adoptent une forme amiboide, et acquierent
des fonctions spécifiques leur permettant de répondre a cette perturbation. Longtemps décrites
comme adoptant seulement ces deux états, « quiescent» et «réactifs», passant
progressivement d’un état ramifié¢ a amiboide, cette conception des microglies a évolué¢ au
cours des derniéres années avec de nombreux travaux montrant que 1’ « activation » des
microglies ne se limite pas un systéme « on/off » dichotomique, mais qu’il existe un large

¢ventail de profil d’activation et de phénotypes microgliaux.

2.1.1 Origine des microglies

a) Découverte et premiére description

191
. Dans

Les microglies ont été décrites pour la premiere fois en 1919 par Pio del Rio-Hortega
une série de papiers publiés successivement, il décrit la morphologie et la distribution des
microglies dans des cerveaux sains et pathologiques. I commence par la découverte des
cellules microgliales, les distinguant des cellules neuronales, vasculaires et astrogliales. Ces
cellules ont un petit soma et de longs et fins prolongements, partant du soma et formant des
protrusions complexes. Il mentionne leur présence dans tout le cerveau, a des densités plus ou
moins grandes. Il montre ensuite que ces cellules, décrites dans des cerveaux sains, se
transforment en conditions pathologiques et correspondent a des cellules qui ont été
auparavant observées dans diverses pathologies mais dont I’origine était inconnue. Del Rio-
Hortega montre que ces cellules, décrites par Nissl et Alzheimer comme des « cellules en
batonnet » et des cellules « granuloadiposes », sont d’origine microgliale. Enfin, il suggere

que ces cellules prennent leur origine dans le mésoderme et met en avant certaines de leurs

caractéristiques fonctionnelles telles que leur capacité migratoire ou phagocytaire'".
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b) Origine des microglies

Bien qu’il ait été suggéré que les microglies dérivent des monocytes périphériques infiltrant le
cerveau', il est maintenant bien établi que les microglies forment une population cellulaire
unique, distincte des macrophages. Les microglies dérivent des progéniteurs du mésoderme,

- o 113,193,194
ayant leur origine dans le sac vitellin ™

. Elles dérivent de progéniteurs myéloides quittant
le sac vitellin au 8°-9° jour du développement embryonnaire (E8-E9) afin de coloniser le tube
neural avant la formation de la barriére hémato-encéphalique'®*. Suite a leur entrée dans le
cerveau, les microglies se développent en proliférant activement durant la gestation ainsi que

. . . 193
pendant les deux semaines suivant la naissance .

Les génes impliqués dans la différenciation de ces progéniteurs en microglies matures ne sont
que partiellement connus. Plusieurs facteurs ont ét¢ identifiés comme nécessaires au
développement des microglies. Parmi eux, le récepteur CSF-1R (colony-stimulating factor
receptor), l’interleukin-34 (IL-34), le facteur de transcription PU.1 et ’IRF-8 (interferon
regulatory factor 8) ont été décrits comme nécessaires' . Ces cellules subsistent tout au long
de la vie et se maintiennent grdce a leur auto-renouvellement, indépendamment des

Jon) o) 196,19
macrophages périphériques'”®'"’.

2.1.2 Les microglies a I’état homéostatique

Les microglies a 1’état homéostatique présentent un petit soma et de nombreux longs
prolongements s’étendant dans toutes les directions. Longtemps considérées comme
« quiescentes », il est maintenant établi que les microglies jouent un réle de surveillance dans
le parenchyme, étant a I’affut de perturbations et de signaux de danger grace a leurs
prolongements hautement motiles'®®. Il a aussi été mis en évidence que les microglies
participent a certaines fonctions du SNC en conditions physiologiques, notamment durant le
développement'”?”. Ces derniéres années, de nombreuses études se sont intéressées a cet
état homéostatique et différents acteurs nécessaires pour son maintien ont été identifiés. Par
exemple, le canal potassique THIKI promeut la ramification des microglies ainsi que la
surveillance du parenchyme®”' tandis que Mef2C (Myocyte-specific enhancer factor 2C) agit
en restreignant la réponse inflammatoire’”. Enfin le facteur de transcription Salll,
dont I’expression est restreinte aux microglies dans le SNC, inhibe la réactivité microgliale et
promeut le phénotype de surveillance. En effet, I’inactivation de Salll méne a une
morphologie altérée des microglies (adoptant un soma plus large et des prolongements courts

et épais) ainsi qu’a une augmentation des genes codant pour des protéines inflammatoires,
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suggérant que D’inactivation de Salll résulte en la conversion des microglies d’un état

homéostatique & un état inflammatoire®”.

Il a également été montré que les microglies participent aux fonctions du SNC sain®*. En

effet, les microglies, via leur prolongements, contactent directement les terminaisons pré-

5

synaptiques et les épines dendritiques®” et jouent un role important dans la formation des

synapses durant le développement™®.

a) Role des microglies dans I’élimination des synapses au cours du développement

Durant le développement du SNC, les connexions synaptiques sont formées en exces et
doivent étre remodelées afin de former des circuits neuronaux matures. A ces fins, certaines
synapses sont éliminées tandis que celles qui subsistent seront renforcées®’’. Les microglies
jouent un role essentiel dans 1’élimination des synapses en phagocytant les synapses en exces.
En effet, dans le cortex visuel, les microglies sont en contact avec de petites épines
dendritiques et leur suivi en microscopie au cours du temps montre que ces dernicres tendent
a disparaitre, suggérant ainsi que les microglies sont impliquées dans leur élimination **. Ce
role des microglies a également été démontré dans 1I’hippocampe au cours du développement.
Dans cette structure, les prolongements microgliaux co-localisent avec SNAP25 et PSD95,
suggérant que les microglies agissent tant sur les compartiments pré-synaptiques que post-
synaptiques'”’. Plus récemment, ’implication du récepteur du complément CR3, exprimé
dans les microglies, dans I’¢limination des synapses a ét¢ démontrée. En effet, la phagocytose
des synapses est diminuée dans les souris CR3-KO, qui présentent une altération du

. . 200
remodelage des circuits neuronaux” .

Ainsi, ’ensemble de ces travaux montre que, au cours du développement, les microglies
jouent un role majeur dans le modelage des circuits neuronaux en éliminant les synapses

excédentaires.

b) Les microglies dans la plasticité synaptique et 1’apprentissage dans le CNS adulte

Des études récentes se sont ¢galement intéressées aux roles des microglies dans le SNC sain
adulte. Ainsi, une étude de 2011 montre I’implication des microglies dans la plasticité a long
terme et dans 1’apprentissage. En effet, Rogers et a/. montrent que la délétion du récepteur de
la fractalkine Cx3crl, exclusivement exprimé par les microglies dans le SNC, mene a des
défauts de rétention mnésique ainsi qu’a un défaut d’apprentissage moteur. De plus, la LTP
est altérée, étant presque totalement absente dans I’hippocampe de souris Cx3crl-KO>™.

Cependant, Cx3Cr1 est également exprimé dans les macrophages périphériques et la délétion
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du gene dans une souris KO affecte aussi bien les microglies que les macrophages. Parkhurst

209
. Dans

et al. génerent alors une stratégie permettant d’éliminer exclusivement les microglies
ce modele, la suppression des microglies conduit a une altération de I’apprentissage moteur,
accompagnée d’une réduction de la formation de synapses dépendante de cet apprentissage.
De manicre intéressante, la délétion du BDNF spécifiquement dans les microglies entraine
des déficits cognitifs et une altération synaptique similaire & ceux des souris privées de

microglies. Cette é¢tude suggere que le BDNF agit par I’intermédiaire de TrkB afin de réguler

I’expression des récepteurs synaptiques NMDA*?.

Il semblerait donc que, dans le SNC adulte, les microglies modulent la formation de synapses,

la LTP et par conséquent les processus d’apprentissage.

2.1.3 Réactivité microgliale

Les microglies surveillent constamment le parenchyme et sont capables de détecter
rapidement des perturbations de I’état homéostatique. Le cas échéant, les microglies

acquicrent une morphologie et des fonctions adaptées et deviennent « réactives ».

a) Activation des microglies

De nombreuses conditions, telles que les infections, les traumatismes ou une altération de
I’activité neuronale peuvent induire 1’activation des microglies. Les microglies sont capables
de reconnaitre et de réagir a de nombreux signaux présents dans 1I’environnement (Tableau 3).
Ces derniers ont en commun de refléter une menace pour l’intégrit¢ fonctionnelle et

structurelle du SNC.

Deux principaux types de signalisation déclenchent une réponse microgliale. La premiére est
un signal « actif » avec 1’apparition d’un signal anormal. Ceci peut étre un élément qui n’est
pas usuellement présent (e.g. lors d’une infection), un élément présent a une concentration
anormale (e.g libération de composés intracellulaires) ou un élément ayant une conformation
inhabituelle (e.g agrégation de protéines)*'’. Ces signaux sont des témoins de I’agression du
SNC et vont déclencher une réaction microgliale. Le deuxiéme type de signalisation
s’apparente a une perte de signal homéostatique. Certains récepteurs ou voies de signalisation,
tels que la voie Cx3CL1-Cx3crl, sont nécessaires au maintien de 1’état homéostatique et leur

perturbation entraine une alerte et une activation®''.
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Class of compound

Surface structures and DNA/RNA of
viral, bacterial or fungal origin

Abnormal endogenous proteins

Complement

Antibodies

Chemokines

Neurotrophic factors

Plasma components

Other proteins and peptides

Neurotransmission-related compounds

Tons

Other compounds

Examples

Agonists of members of the pattern recognition recep-
tor families, notably TLR1/2, TLR3, TLR4, TLR6/2 and
TLRY, such as bacterial LPS or cell wall proteoglycans and
lipoteichoic acid (LTA), gp4l, gpl20 (the TLR4-agonistic
LPS serving as a common model agent)

p-amyloid (aggregates), A[325-35, Ap40-42, prion protein
(PrP)

Complement factors Clqg, Cha

Immunoglobulin of various classes and isotopes (IgA, IgG,
IgM), presented in immune complexes

Ligands for chemokine receptors : CCR3, CCR5, CXCR2,
CXCR, CXCR4, CX3CRI1, IL-8R

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), glial-derived
neurotrophic factor (GDNF), nerve growth factor (NGF),
neurotrophic 3 (NT-3), NT-4

Albumin, fibronectin, fibrinogen, thrombin

Apolipoprotein E (ApoE), heat shock proteins hsp60
and hsp70, CD40L, melanocyte-stimulating hormone
(MSH),endothelium, S100 proteins, vasoactive intestinal
peptide (VIP)

ATP (and related purines), S-adrenergic agonists, gluta-
mate, kainite, NMDA

K+, MN?+

Cannabinoids, ceramide, gangliosides, lysophosphatidic
acid (LPA), melatonin, opioids (endomorphines), platelet-
activating factor (PAF), prostaglandin Ey (PGEs), steroid
hormones, vitamin Dj3

Tableau 3 : Exemples de signaux et de modulateurs de I'activation microgliale
D’aprés Hanisch et Kettenmann (2007)

b) Changement de morphologie

Suite a la détection de signaux de dangers, les microglies subissent un changement
morphologique, passant d’un état ramifi¢ a un état amiboide. Au cours de leur activation, les
microglies adoptent un soma plus gros et des prolongements plus courts, plus €pais, moins

nombreux et moins complexes. Les microglies existent sous plusieurs morphologies

différentes selon leur degré de ramification et d’activation®'* (Figure 9).
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Type 1 Type Il Type lll Type IV
Ramified Small ramified Hypertrophied Bushy

Figure 9 : Schéma des différentes morphologies des microglies au cours de leur
activation

Les microglies peuvent adopter plusieurs morphologies selon leur degré de ramification.
D’aprés Walker et al. (2014)

¢) Profils d’activation des microglies

Au cours de leur activation, les microglies acquic¢rent des fonctions spécifiques telles que des
capacités phagocytaires, de libération de cytokines et de facteurs trophiques. Le phénotype
des microglies réactives a longtemps été classifié en deux états différents et opposés, M1 et
M2, par analogie aux macrophages. Le phénotype M1, classique, représente un état pro-
inflammatoire, libérant des molécules telles que des ROS et des cytokines pro-
inflammatoires. Le phénotype M2, quant a lui, représente un état anti-inflammatoire, dans
lequel les cellules produisent des facteurs trophiques et des cytokines anti-inflammatoires™"”.
Cependant, cette classification ne refléte pas la variété des phénotypes microgliaux observée
dans le SNC et il est maintenant admis que cette classification, trop simple, ne peut servir a
caractériser I’ensemble des différents états microgliaux. En effet, diverses études récentes
montrent une grande hétérogénéité microgliale dépendante de la région du cerveau, de 1’age

mais également du contexte pathologique®'*>'°.

d) Fonctions de la microglie activée

Chimiotaxie

Suite a leur activation, les microglies sont recrutées au niveau du site de 1ésion, guidées par
divers signaux tels que ’ATP et des chimiokines®'’. Aprés leur détection, les microglies
réorientent leurs prolongements vers le site d’altération et subissent un processus de dé-
ramification partielle ou totale afin de développer des structures semblables a des filopodes,

212

qui leur permettent de devenir totalement mobiles™ “. La motilité des cellules est régulée par

des voies de signalisation intracellulaire diverses. Bien que ces voies ne soient pas encore
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bien comprises, des études ont montré 1’implication de différents acteurs tels que la PI3K,

PLA2, les P2YR et la PKA*'®.

Phagocytose

Quelque soit leur état d’activation, les microglies sont capables de phagocytose. La
phagocytose est un processus complexe permettant d’ingérer et d’¢liminer les agents
pathogénes, débris cellulaires et tout autre agent perturbant 1’homéostasie. Dans le CNS, la
phagocytose est un processus essentiel pour le développement des circuits neuronaux et le
maintien de I’homéostasie. En effet, ce processus permet 1’élimination de cellules
apoptotiques, de débris cellulaires mais permet aussi le développement correct du SNC en

¢liminant les synapses®'’.

La phagocytose joue également un rdle dans des contextes
pathologiques, ¢liminant des agents « anormaux ». Ainsi, dans la maladie d’Alzheimer, la
phagocytose par les microglies est impliquée dans le processus d’élimination du peptide Ap.
Dans la sclérose en plaque, les débris de myéline sont phagocytés par les microglies et dans la
maladie de Parkinson, I’a-synucleine promeut la phagocytose®*’. La phagocytose est donc un
processus essentiel et majoritairement bénéfique. Cependant, des études ont montré que les
microglies sont capables de phagocyter des cellules altérées mais viables. Ce phénoméne de

« phagoptose » pourrait aggraver la mort neuronale dans certaines maladies

r s . 221
neurodégénératives™ .

Libération de divers facteurs au cours de 1’inflammation

* Le versant pro-inflammatoire

L’inflammation est un processus fondamental de réponse contre les organismes exogeénes ou
endogenes représentant un danger. Elle est médiée par la production de cytokines,
chimiokines, de ROS et de messagers secondaires, pouvant étre produits par différents types
de cellules tels que les microglies, les astrocytes et les cellules endothéliales. Le degré de
I’inflammation est dépendant de sa durée, du contexte et de la 1ésion. Dans le SNC, les

microglies sont les acteurs au centre de I’inflammation de par leurs fonctions.

Comme décrit précédemment, lors de leur activation, les microglies adoptent des profils
particuliers et peuvent libérer un certain nombre de molécules. Une fois recrutées sur le site
de 1¢ésions, les microglies vont sécréter des molécules pro-inflammatoires. Elles adoptent donc
un profil analogue a 1’état M1 des macrophages et produisent des cytokines telles que le TNF-
a, ’IL-6 et I'IL-1B ainsi que des chimiokines telles que CCL2 et CCL5. Les microglies

222
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expriment également la NADPH oxidase et peuvent libérer des ROS“*“. Dans cet état, les
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: . . o : . : . 023
microglies tendent a transitoirement amplifier la réponse inflammatoire””. Cependant, une

o . . . : 1 4e s s - 2224
activation chronique est parfois observée. Celle-ci est délétére et mene a une neurotoxicité™",

. A . : o g 225
comme il a pu étre observé dans des maladies neurodégénératives™.
= Le versant anti-inflammatoire

Les microglies peuvent également adopter un phénotype anti-inflammatoire et « réparateur »,
se rapprochant ainsi d’un état M2. Dans cet état, les microglies libérent des cytokines anti-
inflammatoires telles que 1’IL-10 et le TGF-f. Elles sont également capables de libérer des
facteurs de croissance tels que I’IGF-I (Insulin-like Growth Factor I), le FGF (Fibroblast
Growth Factor) et le CSF-1 ainsi que des facteurs neurotrophiques tels que le NGF (Nerve

Growth Factor) ou le BDNF (Brain-Derivated Neurothrophic Factor)**~.

Ainsi les microglies acquierent des fonctions diverses, leur conférant une double qualité, a la
fois pro-inflammatoire et anti-inflammatoire, leur permettant de répondre efficacement aux

perturbations du SNC.

2.1.4 Les marqueurs microgliaux

Les microglies expriment de multiples marqueurs de macrophages. Ainsi, elles expriment le
récepteur CSF-1R, I’intégrine Cd11b, la phosphatase Cd45, la glycoprotéine de surface F4/80,
le récepteur CD200R, le récepteur de la fractalkine Cx3crl ainsi que la protéine Iba-1'">. Ces
protéines étant exprimées par les macrophages et les microglies, il est difficile de les utiliser
afin de différencier ces deux types cellulaires. Cependant, le niveau d’expression de certaines
protéines différe entre les microglies et les macrophages, pouvant ainsi servir de marqueurs
pour les différencier. A titre d’exemple, les microglies expriment plus faiblement la protéine
Cd45 comparativement aux macrophages. Cependant, utiliser les différences de niveau
d’expression afin de distinguer ces deux types cellulaires ne peut étre réalis€ qu’en utilisant
certaines techniques spécifiques telles que la cytométrie en flux. De plus, I’expression de
Cd45 peut étre augmentée dans des microglies activées, comme il a ét¢é montré pour les

microglies associées aux plaques amyloides dans la maladie d’Alzheimer.

Récemment, des études ont mis en avant une signature transcriptomique microgliale,
identifiant des genes spécifiquement exprimés dans les microglies et absents des cellules

my¢loides périphériques. Ainsi, les genes p2ryl2, Tmemll19, Gpr34, Socs3, Hexb ont été

226-228

identifiés dans les microglies quiescentes , et peuvent servir a les différencier des

macrophages et monocytes circulants. Cependant, il semblerait que 1’expression de certains

de ces génes tels que Tmem119 et P2ryl2 soit diminuée en cas d’activation®'®**°*%°,
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2.1.5 Les microglies au cours du vieillissement

Au cours du vieillissement, une augmentation de I’inflammation est observée. En effet, dans

le cerveau humain agé, les microglies présentent une morphologique dystrophique,

! Dans le SNC de rongeurs

232,233

caractérisée par une dé-ramification et de courts prolongements

agés, une augmentation de [’expression de cytokines pro-inflammatoires et une

234,235 ’ . . .
> sont observées. Les microglies exhibent un

réduction de cytokines anti-inflammatoires

phénotype pro-inflammatoire hypersensible, appelé¢ « primed », présentant un profil

inflammatoire altéré et une dérégulation des geénes impliqués dans les réponses immunes,
236 . o

phagosomales et lysosomales™. De plus, ces cellules présentent une diminution de
. \ r . 236 . . . .

I’expression des geénes homéostatiques™ ainsi qu’une augmentation de ’expression des

. . . 232 , , N . . ,
cytokines pro-inflammatoires™”. En conséquence, la réponse a des stimuli résulte en une

exagération de I’inflammation, causant une augmentation de la libération de cytokines pro-

. . ., . . . . ;23
inflammatoires mais également une activation microgliale de plus longue durée®’.

Il semblerait donc que les cellules microgliales présentent une altération morphologique et

fonctionnelle au cours du vieillissement, les ¢loignant d’un profil homéostatique.

2.1.6 Les microglies dans les maladies neurodégénératives

Les maladies neurodégénératives sont caractérisées par une perte chronique et progressive des
neurones du SNC. Dans la maladie d’Alzheimer, une perte neuronale est provoquée par les
plaques AP et les dégénérescences neurofibrillaires. Dans la maladie de Parkinson, une perte
de neurones dopaminergiques dans la substantia nigra est observée tandis que la sclérose
latérale amyotrophique est caractérisée par une perte de neurones moteurs>,
Toutes ces pathologies sont caractérisées par une inflammation chronique et des microglies
réactives ont été observées chez les patients et dans les modéles animaux™>>***. A titre
d’exemple, dans la sclérose latérale amyotrophique, I’activation microgliale est corrélée a la

240

progression de la maladie** et module la mort des neurones moteurs>*'. Dans ces pathologies

neurodégénératives, I’activation microgliale conduit a la production de facteurs déléteres pour
les neurones tels que les cytokines pro-inflammatoires et I’oxyde nitrique**>*,
Réciproquement, 1’inhibition de I’activation microgliale ou de la libération de facteurs pro-

. . o , . 245-24
inflammatoire conduit a une réduction de la mort neuronale 7.

Longtemps considérées comme une conséquence des altérations pathologiques, de
nombreuses études récentes suggerent que les microglies participent activement a la

pathogénese et la progression des maladies neurodégénératives.

39



INTRODUCTION : Les microglies et les récepteurs purinergiques

MGnD, les microglies de phénotype neurodégénératif

L’étude des microglies au cours du vieillissement et de pathologies neurodégénératives
montre donc I'importance de leur activation. Récemment, Krasemann et a/. ont étudié les
transcriptomes microgliaux d’animaux modeles pour différentes pathologies (maladie
d’Alzheimer, sclérose latéral amyotrophique et sclérose en plaque) afin d’identifier un motif

de changement transcriptionnel commun®*’

. Ils ont ainsi identifi¢ un phénotype microglial
commun a ces trois pathologies, qu’il nomme « microglie de phénotype neurodégénératif »
(MGnD), par opposition aux microglies homéostatiques. Ces MGnD présentent une
diminution de I’expression de certains genes homéostatiques tels que p2ry12, Tmem119, csf1r
et Cx3crl, et de facteurs de transcription, tels que Mef2a et Salll. Simultanément, elles
présentent également une augmentation de 1’expression de certains geénes inflammatoires tels
que Clec7a et ApoE. Leur étude montre que la dérégulation de certains génes des MGnD est
corrélée avec la progression des pathologies. Plus important, les auteurs montrent que le
phénotype MGnD est différent du phénotype inflammatoire classique « M1 » des microglies.
De plus, ils identifient des protéines, ApoE et Trem2, nécessaires a la reprogrammation des

microglies en MGnD*.

L’ensemble de ces études montre donc que les microglies homéostatiques et réactives ont des
réles physiopathologiques essentiels. Les microglies réactives, via leurs nombreuses
fonctions, sont bénéfiques lorsqu’elles répondent a des perturbations spontanées. Cependant,
leur activation chronique dans des contextes pathologiques peut étre délétere et participer a

I’établissement et a la progression de maladies neurodégénératives.

2.2 Les récepteurs purinergiques dans la microglie

Lors d’une Iésion, I’ATP est rapidement libérée par les cellules altérées et est détectée par les
microglies, qui s’activent’*®. Cette réponse est possible grice a 1’expression de récepteurs
purinergiques P2 membranaires. Parmi eux, seuls les récepteurs ionotropiques P2X4R et
P2X7R ainsi que les récepteurs métabotropiques P2Y6R, P2Y12R et P2Y13R ont été

s ey 135
caractérisés dans ces cellules™™”.
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2.2.1 Les récepteurs P2Y microgliaux
a) P2Y6R

L’expression de P2Y6R dans les microglies a été montrée in vitro dans des cultures cellulaires

249,250

ainsi qu’in vivo, dans I’hippocampe de rat . L’expression de P2Y6R est augmentée lors

de I’activation microgliale suite a une lésion et plusieurs études ont montré I’implication de

249-251

P2Y6R microglial dans la phagocytose . En effet, ’application d’UDP, agoniste de

P2Y6R, déclenche le processus de phagocytose™ !

et I’inhibition pharmacologique de
P2Y6R empéche cette derniére. P2Y6R est également responsable de la phagoptose induite
par ’application de LPS. Ainsi, dans ce modele, 1’activation de P2Y6R dans les microglies
conduit a la phagocytose de neurones qui sont stressés mais qui restent cependant viables, et
I’inhibition spécifique de P2Y6R conduit & une diminution de la mort neuronale’®. De
maniere intéressante, Wendt et al. montrent que 1’altération de la phagocytose dans un modele
murin de la maladie d’Alzheimer est due a un dysfonctionnement de P2Y6R dans les

microglies™. L’ensemble de ces études montre donc que P2Y6R est essentiel pour le

processus de phagocytose.

Plus récemment, I’implication de P2Y6R dans la libération de chimiokines a également été
suggérée. En effet, Kim et al. montrent que 1’activation de P2Y6R par I’'UDP conduit a la
production de CCL2 et CCL3 dans des microglies en culture””. Dans des cultures de
microglies spinaux de rats, 1’activation de P2Y6R induit la production de CCL2, par le biais

de la phosphorylation de ERK ou p38 par la PLC**,

b) P2Y12R

N’étant exprimé ni dans les astrocytes, oligodendrocytes et neurones ni dans les cellules
immunes périphériques, le gene P2ryl2 a été identifi¢é comme un geéne unique de la

microglie**

. Il est 'un des geénes les plus fortement exprimés dans les microglies
i . . e, . . i 230
homéostatiques et son expression est diminuée dans les microglies réactives™ . Par

conséquent, p2ryl2 fait partie des geénes servant de marqueurs des microglies

226 255

homéostatiques™. P2Y12R est impliqué dans la chimiotaxie en réponse a I’ATP™" et les
souris invalidées pour ce récepteur présentent une altération de la polarisation et de la
migration microgliales”. Son activation par ’ATP est suffisante pour induire une
chimiotaxie®. Les voies de signalisation intracellulaires activées par P2Y12R ne sont pas

bien comprises mais différents acteurs tels que PI3K, Akt et Erk ont été identifiés™'®.
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Contrairement a de nombreuses études montrant une diminution de 1’expression de p2ryl2

. . s 216,229,230
dans les microglies activées™ "

, 1l a été montré que I’expression de P2Y12R dans les
microglies spinales est augmentée dans des modeles de douleurs neuropathiques et contribue
a la régulation de ’hyperalgésie et de I’allodynie®”**®. De plus, ’activation de P2Y12R dans
des cultures de microglies spinales induit une libération de cytokines inflammatoires™”. Les
raisons de cette divergence dans I’expression de p2ryl2 restent a élucider. Il est possible

qu’elle soit due aux différentes régions étudices ainsi qu’aux différents contextes

pathologiques.

¢) P2Y13R

Dans le CNS, I’expression de P2ry13 est observée dans les microglies du cortex, du cervelet,
de ’hippocampe® ainsi que dans la moelle épiniére®'. Cependant, ses fonctions n’ont pas
fait I’objet de beaucoup d’études et restent donc peu caractérisées. L’utilisation de souris
P2Y13R-KO montre que les microglies ont une morphologie altérée, présentant des

0

prolongements plus courts et moins nombreux*”’. Dans I’hippocampe, P2Y13R est

uniquement exprimé dans les microglies et semble impliqué dans la neurogénése

*° De méme que P2YI2R, P2YI13R est impliqué dans la libération de

hippocampique
cytokines inflammatoires telles que I’I1-1B, I’'Il-6 et le TNFa dans des cultures de microglies
spinales™’. De plus, dans un modéle de douleurs neuropathiques, I’expression de P2Y13R est
augmentée dans les microglies de la moelle épiniere et P2Y13R est impliqué dans 1’allodynie

261

mécanique” . Enfin, une étude récente de Quintas et a/. montre 1’implication des récepteurs

P2Y 13 microgliaux dans la prolifération astrocytaire in vitro**,

L’étude des P2YR dans les microglies a permis de mettre en évidence 1’expression de P2Y6R,
P2Y12R et P2Y13R. Ces récepteurs sont essentiels au bon fonctionnement microglial dans

des conditions physiologiques et pathologiques. Outre ces récepteurs, les récepteurs

ionotropiques P2X4R et P2X7R ont également été caractérisés dans les microglies.

2.2.2 Les récepteurs P2X dans la microglie

a) P2X7R

Le récepteur P2X7 est exprimé dans les microglies dans toutes les structures du cerveau®®.

P2X7R est sensible a des concentrations élevées d’ATP et est donc théoriquement inactif en

condition physiologique. Lors de Iésions, la concentration extracellulaire d’ATP augmente a
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des concentrations micromolaires, permettant ainsi d’activer P2X7R. De maniére intéressante,

son activation promeut davantage la libération d’ATP, amplifiant ainsi le signal de danger***.

P2X7R représente le récepteur purinergique le plus étudi¢ dans les pathologies du SNC et son
expression au sein des microglies est augmentée dans diverses pathologies telles que la
maladie d’Alzheimer° , la douleur neuropathique'’ et 1’epilepsie'*®. In vivo, I’injection de
LPS dans le striatum de rat induit une augmentation de 1’expression de P2X7R ainsi qu’une
augmentation de médiateurs inflammatoires tels que les ROS et le NO. L’expression de ces
derniers est dépendante de P2X7R puisqu’elle est atténuée lorsque P2X7R est inhibé*®. In
vitro, 1’application de LPS sur des cultures de microglies méne a une augmentation des
facteurs inflammatoires tels que COX2, 1I-1p, 11-6, 11-12 et TNFa, dépendante de P2X7R**,
Dans des conditions pathologiques, 1’expression de P2X7R est donc augmentée et est

impliquée dans la libération de facteurs pro-inflammatoires.
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Figure 10 : Schéma de l'activvation de l'inflammasome NLRP3

L’activation de 1’inflammasome NLRP3 requiert deux étapes. Dans un premier temps (I.
Priming step), 1’activation de TLRs, de IL-1R ou de TNFR conduit a I’augmentation de
I’expression de NLRP3 et d’Il-1B. Dans un second temps (II. Activation step), ’efflux de
potassium provoqué par I’entrée de calcium ou par 1’activation de P2X7R meéne a 1’activation
du complexe NLRP3. Ce dernier clive la pro-caspase-1 en caspase-1 mature, qui a son tour va
cliver la pro-I1-18 en Il-1B mature. L’Il-1PB sera ensuite libérée dans le milieu extracellulaire.
D’apres Nakanishi et al. (2017)
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P2X7R et libération d’Il-1f par I’inflammasome

P2X7R a fortement été étudié pour son implication dans la libération de la cytokine pro-

inflammatoire I1-1p suite a I’activation de I’inflammasome NLRP3.

L’inflammasome est un complexe multiprotéique cytosolique qui active la caspase-1, menant
ainsi a la maturation et a la sécrétion d’I1-1f. Il existe plusieurs types d’inflammasomes mais
le plus étudié reste le complexe NLRP3 (NOD-LRR-and pyrin domain-containing protein 3).
Afin de remplir ses fonctions, NLPR3 agit en deux temps. Dans un premier temps, le
« priming », déclenché¢ par un premier signal de danger, conduit a 1’augmentation de
I’expression des protéines composant NLRP3, de la caspase-1 ainsi que de la pro-II-1p, forme
immature de I’ll-1B. Dans un second temps, un deuxiéme signal d’activation induit
I’oligomérisation et 1’activation de NLRP3, qui permet ’activation de la caspase-1. La
caspase-1 va, a son tour, cliver la pro-IlI-1p en II-1p mature, qui sera ensuite libérée dans le

milieu extracellulaire®®® (Figure 10)

Des études réalisées sur des macrophages et des monocytes montrent que P2X7R participe a
la deuxiéme étape d’activation de NLRP3. Piccini et a/. montrent que des monocytes humains
traités avec différents composés pathogénes libérent de I'll-1B de manic¢re dépendante de
P2X7R. En effet, lorsque P2X7R est inhibé, aucune libération d’Il-1p n’est observée™’. De
méme, la libération d’Il-1B mature est observée dans des macrophages lors d’une application
de LPS suivie d’une stimulation a I’ATP, mais est absente dans des macrophages P2X7R-
KO?®. De maniére intéressante, dans ces deux études, 1’absence ou I’inhibition de P2X7R
n’empéche pas la libération d’Il-1B quand les cellules sont traitées avec de la nigéricine, un
fort ionophore potassique’®’*®, suggérant que P2X7R agirait sur Dactivation de
I’inflammasome via un efflux de potassium.

Dans des cultures de microglies, une libération d’Il-1B dépendante de P2X7R est observée

269. Des travaux sur tranches

suite a un priming au LPS suivi d’une stimulation au Bz-ATP
organotypiques d’hippocampe montrent que 1’activation de P2X7R aprés une exposition au
LPS mene a une libération massive d’Il-1P ; cette derniére étant inhibée par des antagonistes
de P2X7R*". Enfin, une étude de Bianco et al. montre que l’activation des P2X7R

microgliaux par de 1’ATP astrocytaire conduit a une libération d’T1-1p*"".

L’ensemble de ces études montre donc que P2X7R est exprimé dans les microglies, dans

lesquelles il contribue a I’activation de I’inflammasome NLRP3. Son activation conduit & un
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efflux de potassium, provoquant I’assemblage de NLRP3, I’activation de la caspase-1 et par

conséquent la maturation et la libération d’II-1p (Figure 10).

b) P2X4R

En condition pathologique, l’expression de P2X4R dans les microglies du SNC est

83,145,146,161,162,272 . . . o) 272
A4, 146161162272 "ot résulte d’une augmentation de son expression génique’’’.

augmentée
L’expression de P2X4R a la membrane est également amplifiée grace a une hausse de son
adressage a la membrane plasmique®™. Comme vu précédemment, les récepteurs P2X4
microgliaux et neuronaux sont impliqués dans la douleur et dans 1’épilepsie (cf. §1.2.31)). La
partie suivante s’attardera sur quelques implications de P2X4R dans les microglies au sein du

SNC.

P2X4R et la consommation d’alcool

p2rx4 est exprimé dans des régions impliquées dans I’initiation et le maintien des

comportements de récompense®”” et plusieurs études montrent I’implication de P2X4R dans la

274
17

consommation d’alcool”™. En effet, ’expression de p2rx4 est réduite chez les rats présentant

273,275
17,7

une préférence pour I’alcoo , suggérant une corrélation entre I’expression du geéne et la

consommation d’alcool. En accord avec cela, lorsque les animaux ont de 1’alcool a

disposition, les souris P2X4R-KO en consomment plus que les souris WT*'*.

In vitro, P2X4R est inhibé par des faibles concentrations d’alcool et Ostrovskaya et al. ont
identifié les résidus D331 et M336 comme essentiels dans ce processus’ °. L’ivermectine, un
fort potentialisateur de P2X4R, inhibe les effets de 1’alcool en interférant avec la liaison de
1’éthanol sur le récepteur”’’. En conséquence, I’ivermectine réduit la consommation d’alcool

dans des modéles murins d’auto-administration®’®,

Paradoxalement, des études in vitro récentes montrent que des cellules microgliales traitées
avec de I’éthanol présentent une augmentation de I’expression de P2X4R. Dans ces cellules,

I’¢éthanol induit une altération de certaines fonctions microgliales comme la phagocytose et la

migration. Ces altérations sont dépendantes de P2X4R*”

signalisation ERK et Akt™™.

, qui module les cascades de

L’ensemble de ces résultats montre que 1’effet de 1’alcool sur P2X4R est complexe. L alcool
induit D’expression de P2X4R mais inhibe ses fonctions une fois qu’il est exprimé.
L’implication de P2X4R dans les comportements d’addiction a 1’alcool est indéniable,

cependant les mécanismes les sous-tendant restent a ¢lucider.
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P2X4R et BDNF microglial

Comme mentionné en paragraphe 1.2.3f), P2X4R est impliqué dans la douleur neuropathique.
Des expériences d’injection de microglies exprimant des récepteurs P2X4 stimulés ont permis
d’établir le role des P2X4R microgliaux dans 1’allodynie tactile. Dans les microglies, son
action est médiée par le BDNF : I’expression de P2X4R est induite dans ces cellules et
I’activation de ce récepteur mene a la libération de BDNF, qui va agir sur les neurones de la
corne dorsale, et qui va, a terme, provoquer une hyperexcitabilité¢ neuronale (Figure 7). Chez
les souris P2X4R-KO, apres 1ésion du nerf sciatique, le BDNF s’accumule dans les microglies
de la corne dorsale démontrant le role essentiel de P2X4R dans la libération du BDNF
microglial'*®. In vitro, I’activation de P2X4R conduit a la libération de BDNF pré-existant
ainsi qu’a l’augmentation de I’expression du BDNF. En effet, I’activation de P2X4R
déclenche un influx de calcium menant a I’activation de p38-MAPK, entrainant une libération
de BDNF dépendante de SNARE*®'. Dans un modéle d’allodynie trigeminale, Liu et al.
montrent que la surexpression de P2X4R microglial promeut ’activation de p38-MAPK et la
libération de BDNF. Le BDNF, agissant sur son récepteur TrkB, favorise la surexpression du

282

transporteur glutamatergique EAAT3, contribuant a I’allodynie™”. Dans des modéles de

douleurs, P2X4R est donc impliqué dans la libération de BDNF, contribuant a I’allodynie.

L’implication de P2X4R dans la libération de BDNF lors de processus d’apprentissage et de
remodelage synaptique a également été suggérée. Parkhurst et al. montrent que le BDNF
microglial contribue a 1I’apprentissage moteur et a la restructuration synaptique dépendante de
I’apprentissage. De manicre intéressante, ils montrent que le BDNF agit en phosphorylant
TrkB, et des expériences in vitro montrent que le milieu de culture provenant de culture de
microglies exprimant P2X4R provoque la phosphorylation de TrkB dans des synaptosomes,

suggérant ainsi un potentiel role de P2X4R dans la libération de BDNF>.

L’ensemble de ces études montre donc que les P2X4R microgliaux sont impliqués la
libération de BDNF, contribuant ainsi aux phénotypes de douleurs et potentiellement aux

processus d’apprentissage.

P2X4R dans les pathologies inflammatoires

Bien que P2X7R soit le récepteur purinergique le plus étudié¢ dans I’inflammation, différents
travaux soulignent I’implication de P2X4R dans ce processus. L’augmentation de
I’expression de P2X4R est observée dans diverses pathologies caractérisées par une

inflammation. Comme décrit en paragraphe 1.2.3f), le niveau de P2X4R est augmenté dans
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les microglies réactives et est impliqué dans D’épilepsie ainsi que dans les douleurs
inflammatoires et chroniques. L’augmentation de P2X4R est également observée dans des
microglies spinales de modeéles d’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE) ainsi
que dans le nerf optique de patients atteints de sclérose en plaques™ . De méme, lors d’une

: . . . . (284
inflammation provoquée par une ischémie, I’expression de P2X4R est augmentée™ .

En 2014, Vazquez-Villoldo et a/. montrent que P2X4R est impliqué dans ’activation et la
mort microgliale. In vitro, le traitement des microglies primaires avec du LPS provoque une
activation microgliale, une mort cellulaire et une libération de TNFa ; ces effets sont réduits
lors de I’inhibition de P2X4R par du TNP-ATP et du 5-BDBD. /n vivo, I’injection de LPS
déclenche également une activation ainsi qu’une mort microgliale. Cette perte cellulaire est
réduite lors de I’inhibition de P2X4R par le TNP-ATP et est facilitée lors de la
potentialisation de P2X4R par ’ivermectine”™, suggérant une implication de P2X4R dans ce

processus.

Enfin, une série de travaux conduite par Shuji Kojima montre également 1’implication de
P2X4R dans les processus inflammatoires. En effet, I’inhibition de P2X4R par des shRNA
dans la lignée cellulaire de macrophages RAW264.7 et dans des cellules dendritiques méne a
une diminution de la libération d’IlI-1p et d’Il-18 ainsi qu’a une diminution de la mort
cellulaire”®>?®®. Ces études suggérent donc une implication de P2X4R dans la libération de
cytokines et dans la mort cellulaire.

De maniére intéressante, de Rivero Vaccari et al. ont montré que les souris P2X4R-KO
présentent une libération de caspase-1 et d’II-1B moins élevée que les souris WT?¥.
Cependant, dans des cultures de microglies traitées au LPS, I’inhibition de P2X4R n’entraine
pas de diminution de leur libération®®, suggérant que ceci n’est pas di aux P2X4R
microgliaux. En accord avec ces résultats, 1’é¢tude de Rivero Vaccari et al. suggere que
I’expression de P2X4R est augmentée dans les neurones de la moelle épinicre apres 1€sion,
proposant ainsi une implication de P2X4R neuronal plutdt que microglial dans la libération de
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caspase-1 et d’II-1p™".

P2X4R est donc impliqué dans divers processus inflammatoires. Son expression est
augmentée dans des pathologies ayant une composante inflammatoire et P2X4R est impliqué
dans la libération de facteurs inflammatoires ainsi que dans la mort cellulaire. Cependant, il

semble que les P2X4R microgliaux et neuronaux peuvent étre impliqués dans ces processus.
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Dans le SNC, les microglies jouent donc des roles essentiels en conditions physiologiques et
pathologiques. Grace a leurs nombreuses fonctions, elles sont impliquées dans le maintien de
I’homéostasie et dans la réponse inflammatoire. Diverses fonctions microgliales sont
dépendantes des récepteurs purinergiques, reflétant ainsi leur importance dans ces cellules.
Au cours des dernicres années, de nombreuses études ont montré I’importance des microglies

dans des maladies neurodégénératives notamment dans la maladie d’ Alzheimer.

3 La maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) est I’une des maladies neurodégénératives les plus communes,
affectant environ 24 millions de personnes dans le monde. L’organisation mondiale de la
santé estime que, si la tendance reste la méme, ce chiffre attendra les 48 millions en 2050. La
MA est une démence caractérisée par une perte progressive de la mémoire, de 1’orientation et
de la capacité d’apprentissage. D’un point de vue pathologique, elle est caractérisée par le
dépot de plaques amyloides, des dégénérescences neurofibrillaires, d’une perte neuronale et
d’une inflammation cérébrale. Les facteurs de développement de la pathologie sont multiples
et sont aussi bien génétiques qu’environnementaux. Depuis sa découverte par Alois
Alzheimer, la MA a fait I’objet d’une multitude d’études visant a déterminer ses causes ainsi

qu’a développer des traitements.

3.1 Découverte de la pathologie

La maladie d’Alzheimer a été décrite pour la premiére fois en 1907 par Alois Alzheimer®™.
Dans son rapport, Alois Alzheimer fait état du cas d’une femme de 51 ans développant
progressivement des troubles psychiatriques, une perte de mémoire ainsi qu’une
désorientation spatiale et temporelle. L’analyse post-mortem du cerveau de la patiente,
décédée a I’age de 55 ans, met en évidence une atrophie cérébrale ainsi que la présence de
dégénérescences neurofibrillaires et de plaques neuritiques. Enfin, il mentionne également

288

une altération de la glie™". Depuis cette premicre description, de nombreuses études cliniques

et précliniques se sont attardées a décrire et a comprendre cette pathologie.
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3.2 Caractéristiques pathologiques de la MA

3.2.1 Aspects cliniques

La MA est une maladie neurodégénérative irréversible et incurable. Elle est caractérisée par le
développement progressif de déficits cognitifs et fonctionnels ainsi que par des changements

comportementaux et une perte d’autonomie.

Les patients atteints de la MA présentent typiquement une perte antérograde de la mémoire
¢épisodique ainsi que des déficits additionnels tels que des troubles du langage, de la mémoire
sémantique, des fonctions exécutives et des capacités visuo-spatiales. En 2011, la NIA-AA
(National Institute of Aging — Alzheimer’s association) définit les critéres définissant la
maladie d’Alzheimer. Les patients doivent présenter (1) un déclin progressif et graduel de la
cognition, (2) une altération cognitive et comportementale évidente dans, au minimum, deux
de ces domaines : mémoire épisodique, fonctions exécutives, capacités visuo-spatiales et
fonction du langage, (3) des difficultés a effectuer des taches de la vie quotidienne et enfin (4)
ces symptomes ne doivent pas étre attribués a une autre pathologie mentale, démentielle ou

. 289,290
neurologique™ ",

Stades de la maladie

Cliniquement, trois stades de la MA sont identifiables, caractérisés par le déclin cognitif :
léger, modéré et sévere. Une perte de la mémoire a long terme est généralement le premier
symptome de la MA. Durant la progression de la maladie, plusieurs changements apparaissent
tels que le changement de personnalit¢ et de comportement, une détérioration de la
communication verbale, une altération des taches visuo-spatiales et une dysfonction

motrice>”.

Dans le premier stade, léger, les patients vivent de maniére autonome et sont actifs dans la
société. Ils montrent cependant des troubles progressifs de I’¢locution et de la mémoire ainsi

que des troubles de 1’organisation et de la planification.

La phase modérée est usuellement la plus longue. Les patients ont des difficultés a se rappeler
des souvenirs épisodiques récents tandis que les souvenirs anciens ne sont pas affectés. Ils
présentent des difficultés a se souvenir des informations de la vie quotidienne mais se
souviennent des détails essentiels de leur vie. Ils présentent maintenant des troubles du
langage ainsi qu’une désorientation spatio-temporelle. Tous les aspects des fonctions

cognitives sont affectés et ménent progressivement a une incapacité a effectuer des taches
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quotidiennes. Des symptomes neuropsychiatriques tels que I’apathie, I’anxiété et Iirritabilité

sont également présents.

Enfin, dans la phase sévere, les patients ont besoin d’une aide intensive dans la vie
quotidienne. Toutes les fonctions précédemment affectées se dégradent. Les patients perdent
leur habilité a gérer leur environnement et leurs mouvements, incluant la capacité a marcher
et s’asseoir. Ils deviennent incontinents et grabataires. Des complications multiples telles que
I’immobilité, la malnutrition, des thromboses et des risques d’infection apparaissent, causant

le décés du patient™”.

Diagnostic clinique

Le diagnostic de la MA est pluridisciplinaire et se base sur des examens physiques et
neurologiques, une évaluation neuropsychologique, des imageries cérébrales ainsi que des
tests biologiques. Les tests d’évaluations cognitives communément utilisés tels que le Mini
Mental Status Examination ne sont généralement pas suffisants pour diagnostiquer la MA
dans les stades précoces. Depuis 2007, I’imagerie fonctionnelle, combinant le PET scan a une
IRM volumétrique, ainsi qu’une analyse des protéines du liquide céphalo-rachidien (LCR)
représentent des méthodes fiables pour le diagnostic de la MA. Cependant, le diagnostic
définitif ne peut étre établi que de maniere post-mortem, par 1’analyse histologique du cerveau

du patient.

3.2.2 Caractéristiques histologiques

L’étiologie de la MA n’est, a ce jour, toujours pas claire. En 1907, Alois Alzheimer décrivait
une atrophie cérébrale accompagnée de dégénérescences neurofibrillaires et de plaques
neuritiques™*. Depuis, de nombreuses études histologiques confirment ces observations. De
plus, des dégénérescences neuritiques, une activation microgliale, une astrogliose ainsi qu’une
angiopathie amyloide cérébrale sont également fréquemment observés (Figure 11). Ces
processus pathologiques entrainent une dégénérescence et une perte neuronale menant a une

atrophie cérébrale™".

Les plaques amyloides

Les plaques amyloides, ou plaques séniles, sont des agrégats extracellulaires de peptides
amyloides AP. Les peptides, se trouvant sous deux formes principales, A4 et APao,
s’agregent afin de former des plaques (Figure 11). Ces derniéres peuvent étre « diffuses » ou

« denses ». Les plaques denses sont composées de dépdts fibrillaires d’AB structurés en

50



INTRODUCTION : La maladie d’Alzheimer

feuillets . Elles présentent un centre dense pouvant étre marqué par la Thioflavine ou le
Congo Red, des marqueurs de feuillets . Les plaques denses sont associ¢es a des neurites
dystrophiques et des astrocytes et microglies réactives ainsi qu’a une perte synaptique. Les
plaques diffuses sont quant a elles composées de dépots amyloides amorphes, qui ne sont pas
marqués par la Thioflavine ou le Congo Red. Contrairement aux plaques denses, celles-ci ne

o e ey . - . 291292
sont pas associées a une réactivité des cellules gliales ni a une perte synaptique™' %%

Les plaques amyloides sont principalement observées dans le cortex entorhinal et

I’hippocampe, et leur dépot commence plusieurs années avant I’apparition des symptomes

cliniques.

Figure 11 : Histopathologie de la maladie d'Alzheimer

(a) Immunohistochimie d’Ap montrant des plaques amyloides dans le cortex frontal et (b) une
angiopathie amyloide cérébrale dans laquelle AP s’accumule dans les vaisseaux sanguins. Les
images (c) et (d) montrent un grossissement d’une plaque amyloide (¢) et d’un vaisseau
accumulant de I’AP (d). L’immunohistochimie de Tau demontre des dégénérescences
neurofibrillaires (e¢) et des plaques neuritiques (e). L’image (h) représente un grossissement
d’une dégénérescence neurofibrillaire. Dans le cerveau de patient, une inflammation est
également présente et caractérisée par des microglies réactives (f) (grossissement en (g)). La
bar d’echelle représente 50 um pour les images a et f; 100 um pour b; 25 um pour ¢ et e; 15
pum pour d, g et h. D’aprés Lane et al. (2017)

Dégénérescences neurofibrillaires

Les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) sont des agrégats intracellulaires de protéines

Tau hyperphosphorylées (Figure 11), entrainant une mort neuronale. Les DNF présentent trois
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stades morphologiques différents et graduels. Dans un premier temps, les DNF sont diffuses
et ponctuées dans le cytoplasme de neurones. Elles forment ensuite des DNF matures. Dans
cet état, les DNF représentent des agrégats filamenteux. Enfin, les DNF deviennent
extracellulaires et « fantomes ». Ces derniers résultent de la mort du neurone portant les DNF.
L’apparition de ces dégénérescences est stéréotypée et commence dans le cortex entorhinal et

atteint 1’hippocampe avant de se propager vers les différentes régions du cortex associatif**,

La progression des DNF corréle fortement avec la progression de la maladie®>**.

Atrophie cérébrale

L’analyse post-mortem des cerveaux de patients montre une atrophie cérébrale affectant
principalement les lobes medio-temporaux. Elle est considérée comme la cause sous-jacente
de la démence des patients. En conséquence de cette atrophie, les ventricules sont dilatés, ce

qui peut étre observé en imagerie cérébrale et servir au diagnostic de la maladie.

Perte neuronale et synaptique

La maladie d’Alzheimer est également caractérisée par une forte perte neuronale et
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synaptique, cause sous-jacente de I’atrophie cérébrale . La perte neuronale corréle avec la

présence de DNF mais correle également, et de maniere plus importante, avec la progression

294,295

de la maladie . La progression spatio-temporelle de la perte synaptique correspond a celle

de la perte neuronale et représente la caractéristique qui correle le mieux aux déficits

cognitifs®”

. Dans la MA, les causes de la perte neuronale et synaptique ne sont pas claires
mais semblent avoir plusieurs origines. Il a ét¢ montré qu’elle est partiellement causée par les
DNF*’. Les DNF s’accumulent dans les neurones et provoquent leur mort. De la mort
neuronale, il en résulte des DNF « fantdmes » extracellulaires. La perte neuronale est
¢galement provoquée par le peptide amyloide, qui est toxique pour ces cellules et provoque

298,299

leur apoptose . Enfin, la libération de facteurs inflammatoires, qui devient toxique pour

. r ’ 300,301
les neurones lorsqu’elle est chronique, déclenche également une mort neuronale™ """,

La MA est donc une maladie neurodégénérative complexe, caractérisée par des symptomes
séveres. Histologiquement, elle est caractérisée par de multiples altérations dont les deux
principales restent le dépdt de plaques amyloides et I’apparition de dégénérescences

neurofibrillaires.
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3.3 Meécanismes pathologiques

Si I’étiologie de la pathologie n’est pas connue, différentes hypothéses concernant la
pathogénese de la MA ont émergé. Dans ce contexte, deux principales écoles s’affrontent,
I’une mettant en avant I'importance du peptide AP, 1’autre pronant ’implication des

dégénérescences neurofibrillaires.

3.3.1 L’hypothése amyloide

L’hypothese de la cascade amyloide est la théorie prévalente afin d’expliquer la pathogénése
de la MA. Cette hypothése suggeére que [’accumulation dans le cerveau des formes
pathologiques du peptide AP est le premier mécanisme pathologique de la MA. Les autres
altérations observées telles que les DNF, la perte neuronale et synaptique et I’inflammation
apparaissent en aval du processus amyloide. L’hypoth¢se de la cascade amyloide est soutenue
par les cas génétiques de la MA. En effet, dans ceux-ci, la MA est due a la présence de
mutations sur les génes APP, PSENI et PSEN2, impliqués dans la production du peptide
AR,

Le peptide AP est le produit de clivage de la protéine APP (B-amyloid precursor protein).
L’accumulation de peptides amyloides dans le cerveau résulte d’un déséquilibre entre sa
production et son élimination. Les peptides vont ensuite s’agréger afin de former les plaques

amyloides.

Clivage d’APP et production de peptides AB

APP est une protéine transmembranaire pouvant étre clivée selon deux voies différentes. Une
premicre est « amyloidogénique » et meéne a la production de AP tandis que la deuxi¢me, dite
« non-amyloidogénique », conduit a la production d’une protéine sAPPa, protéine non

pathogéne (Figure 12)°"%.

= La voie amyloidogénique

La premiere étape de la génération du peptide AP est le clivage d’APP par la protéase f3-
sécrétase. Plusieurs B-sécrétases, telles que BACE1 et BACE2 ont été identifiées. Le clivage
d’APP par la B-sécrétase résulte en deux produits : la protéine soluble APPP (sAPPB) ainsi
que le fragment carboxy-terminal (BCTF) transmembranaire. Ce dernier est clivé par la -
sécrétase afin de générer le peptide AP ainsi que le domaine intracellulaire d’APP (AICD). Ce

clivage s’effectue dans le domaine transmembranaire de la protéine et conduit a la production
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de deux formes de peptide AP : I’AP4o et I’ AP4r, composés respectivement de 40 et 42 acides
aminés>"* (Figure 12).

= La voie non-amyloidogénique
Alternativement, I’APP peut étre clivée selon une voie non-amyloidogénique, par 1’a-
sécrétase, afin de produire une protéine soluble APPa (sAPPa) et un fragment carboxy-

terminale (aCTF) transmembranaire. Comme BCFT, I’aCTF sera ensuite pris en charge par la

y-sécrétase afin de produire une protéine P83 et une protéine AICD* (Figure 12).
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Figure 12 : Clivage de I'APP

Schéma représentant la voie non-amyloidogénique (haut) et la voie amyloidogénique (bas) du
clivage de I’APP. D’aprés Zhang et al. (2011)

Agrégation du peptide Ap

L’agrégation des protéines se produit lorsqu’une concentration critique de protéines est
dépassée. Les peptides AP vont progressivement s’agréger pour former des plaques
amyloides. L’agrégation se faisant en plusieurs étapes, il existe plusieurs formes d’Ap*”
(Figure 13). Les monomeres AP sont des peptides amphipathiques de 40 et 42 acides aminés,
s’agrégeant d’abord en petits oligoméres globulaires. Ces oligomeres sont formés de 3 a 50

299,304
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monomeres d’AB et sont d’une grande toxicit . Des oligomeéres plus larges, de 17 a 42

kDa, sont ensuite formés. Ces oligomeres sont tres toxiques et leur concentration est corrélée
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aux déficits cognitifs des patients’”. Se forment ensuite les protofibrilles, qui sont assemblées
en feuillets B et sont les précurseurs solubles des fibrilles. Les fibrilles sont quant a elles des
structures thermodynamiquement stables, structurellement organisées, trés insolubles et
composées de répétitions de feuillets B. Les fibrilles sont composées de multiples
protofibrilles assemblées. Enfin, les plaques amyloides sont la conformation finale de

I’agrégation d’AB et sont composées de fibrilles AP insolubles®” (Figure 13).

Bien que les plaques amyloides aient longtemps été considérées comme la cause du déclin
cognitif chez les patients, plusieurs études montrent qu’il n’y a pas de corrélation entre les
déficits cognitifs et les plaques amyloides®***"’. Au contraire, de nombreuses études montrent
que les oligoméres AP sont responsables de [D’altération synaptique et des déficits
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Figure 13 : Agrégation du peptide AP

Représentation schématique de 1’agrégation du peptide AP en plaque amyloide, par
I’intermédiaire de divers oligoméres stables. D’aprés Takahashi et al. (2008)

Elimination du peptide A

L’accumulation de peptide AP résulte d’un déséquilibre entre la production et I’élimination
du peptide. L’¢élimination de ce dernier est donc essentielle et une insuffisance de ce
processus pourrait étre impliquée dans la pathogénese de la MA. En effet, puisque
I’agrégation du peptide ne se produit qu’au-dela d’une certaine concentration, son ¢limination
est essentielle pour prévenir ce processus’ . L’élimination du peptide est effectuée par
protéolyse dans les cellules gliales, dans les neurones ou dans l’espace extracellulaire.
Plusieurs voies de dégradation ont été identifiées. Les deux voies intracellulaires majeures
impliquent le lysosome et le protéasome, mais une dégradation cytoplasmique est également

observée®!. Les principales enzymes impliquées dans la dégradation sont 1’Endothelin-
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Converting Enzyme (ECE), I’Insulin-degradaing Enzyme (IDE), la Neprilysine, la cathepsine
B et les Matrix metalloproteinases. ECE et la Neprilysine sont des protéases membranaires
tandis que la cathepsine B est une protéase endosomale et lysosomale. Quant a IDE, c’est une
protéine cytosolique qui peut étre sécrétée afin de dégrader I’AP extracellulaire. Bien que
plusieurs études montrent I’implication de ces enzymes dans la dégradation du peptide AP,
leurs mécanismes d’action restent trés peu compris. Comprendre les voies de dégradation
d’AP représenterait une avancée majeure afin de déterminer comment ces mécanismes

contribuent au développement de la MA*'",

L’hypothése de la cascade amyloide a été introduite pour la premiére fois par Hardy et
Higgins en 1992°'"%. Plusieurs observations soutiennent cette hypothése. Particuliérement, les
formes familiales de MA sont causées par des mutations dans des génes impliqués dans le
clivage d’APP™ et les modéles animaux générés se basant sur des mutations de 1’APP
miment les principales caractéristiques anatomopathologiques et comportementales de la MA
(cf. §3.5.1). De plus, certaines ¢tudes montrent une corrélation entre la concentration d’Af
soluble et la perte synaptique ainsi que le déclin cognitif*’. Cependant, plusieurs observations
s’opposent a cette hypothése. Premiérement, la majorité des cas de la MA sont sporadiques et
aucune n’étude ne montre que les cas familiaux et sporadiques partagent les mémes
mécanismes de pathogénése. Ensuite, les études de corrélation entre la concentration d’Af
soluble et le déclin cognitif sont a prendre avec précaution. En effet, les processus
d’extraction différentiant les oligomeres des fibrilles sont délicats et peuvent ne pas
completement refléter les conditions in vivo. En outre, bien que le peptide soluble provoque
une mort neuronale in vitro, les animaux modeles de la MA ne présentent que peu de mort
cellulaire’”’. Enfin, ces modéles ne présentent pas de DNF, autre caractéristique essentielle de
la MA. II est indéniable que le peptide AP et la cascade amyloide ont une place essentielle
dans la pathogénese de la MA. Cependant, il n’est que peu probable qu’il soit le premier et
seul mécanisme impliqué. Par conséquent, des études se sont attardées sur le role essentiel de

la protéine Tau dans la pathogénése la maladie.

3.3.2 L’hypothese Tau

L’hypotheése Tau suggere que la pathogénese de la MA est due a I’accumulation et a
I’agrégation de protéines Tau hyperphosphorylées, toxiques pour les cellules’'*. Tau est une
protéine associée aux microtubules, qui promeut et stabilise ces derniéres. Dans le cerveau

humain adulte, il existe six isoformes de Tau, pouvant s’assembler et former des protéines a 3
b
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(3R) ou 4 (4R) répétitionsm. Chez les patients atteints de la MA, les protéines Tau 3R et 4R
sont hyperphosphorylées et forment des agrégats résultant en dégénérescences
neurofibrillaires (DNF). Ces DNF s’accumulent dans le soma et les prolongements des

neurones et altérent leur cytosquelette® .

Dans les cerveaux de patients atteints de la MA, la pathologie Tau se propage selon un
modele tres stéréotypé. En effet, la propagation spatiotemporelle des DNF suit les différents
stades de la maladie initialement décrits par Braak & Braak’'’. Les premiers DNF
apparaissent d’abord dans le cortex entorhinal (stade I) puis dans ’hippocampe (stade II).
Elles se développent ensuite dans les structures limbiques (stade III) puis dans ’amygdale et
le thalamus (stade IV). Enfin, elles se propagent dans les aires néocorticales associatives
(stade V) avant d’atteindre les aires motrices, sensorielles et visuelles (stade VI). La
distribution topographique des DNF au cours de la maladie refléete le profil
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neuropsychologique typique des patients atteints de la M . En effet, contrairement aux

plaques amyloides, la progression de la pathologie Tau correle fortement avec le déclin
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cogniti . De plus, des études montrent que la pathologie Tau apparait plus tot que les
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plaques séniles, correspondant mieux a la progression de la MA™".

Les mécanismes de pathogénése de la MA restent a ce jour méconnu. Les deux
caractéristiques majeures qui permettent de définir la MA sont les plaques séniles et les
dégénérescences neurofibrillaires. De ces dernieres découlent deux hypothéses visant a
expliquer la pathogénése de la MA. Bien que I’hypothése amyloide ait longtemps été
prévalente, elle ne semble pas suffisante pour expliquer la pathogénése de la MA. Si les
dépots amyloides sont nécessaires au diagnostic de la MA, ils ne sont pourtant pas suffisants
pour caractériser cette démence. A I’opposé, bien que les DNF ne soient pas spécifiques de la
MA, elles sont nécessaires a son diagnostic et semblent corréler aux déclins cognitifs observés
chez les patients. Plutét que deux mécanismes distincts et indépendants, il semblerait que

I’AP et les DNF contribuent tous deux a la pathogénese de la MA.

3.4 Formes génétiques et facteurs de risques

Dans la plupart des cas, la MA est une pathologie sporadique, ne présentant pas d’étiologie ou
de causes identifiées. En effet, seuls 1 a 5% des cas sont d’origine génétique, dans lesquels

une transmission de la maladie a travers plusieurs générations a été détectée.
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3.4.1 Formes génétiques de la maladie d’ Alzheimer

A ce jour, seuls trois génes ont ¢été identifiés comme responsables des cas familiaux de la
MA : ’APP, la préséniline 1 (PSEN1) et la préséniline 2 (PSEN2). Ces génes sont impliqués
dans la production du peptide AP qui s’accumule dans les plaques amyloides. Dans les cas
familiaux, la maladie se développe a un age précoce (entre 50 et 60 ans) et progresse plus

rapidement que chez les patients atteints d’une MA sporadique””’.

Les mutations sur le géne APP comptent pour environ 15% des cas génétiques de la MA. La
majorité de ces mutations est située sur le site de clivage de la B-sécrétase, dans le domaine
transmembranaire de I’APP. A titre d’exemples, les mutations Swedish (APPSW, APPK670N
et M671L) et London (APPLON et APPV7171), identifiées sur le géne APP, causent une
augmentation de la production d’Af et le développement de la pathologie. Ces geénes ont

notamment été utilisés pour générer des animaux modeles de la MA.

La PSENI est une protéine de la famille des présénilines et forme un composant majeur du
complexe y-sécrétase, impliqué dans le clivage de I’APP. Les mutations sur PSEN/ sont les
plus courantes. En effet, plus de 200 mutations différentes ont été identifiées. Les mutations
sur PSENI augmentent le ratio de peptide AP4, par rapport a APso et sont responsables des

formes les plus sévéres de la maladie.

Enfin, les mutations du gene PSEN2 sont plus rares et seulement 14 mutations ont été
identifiées. Comme PSEN1, PSEN2 est impliqué dans le complexe y-sécrétase. Cependant, la
maladie semble moins sévere et débute plus tardivement que chez les patients portant des

mutations de PSENI>*,

Les formes génétiques de la maladie d’Alzheimer sont cependant rares et les cas de la MA
sont pour la plupart sporadiques. Ainsi, nombreuses études ont cherché a identifier différents
facteurs, génétiques et environnementaux, pouvant influencer le développement de la
maladie. Dans ce contexte, plusieurs facteurs de risque ont été mis en avant tels que 1’age ou

différents geénes tels que celui de /’Apolipoprotéine E (ApoE).

3.4.2 L’Apolipoprotéine E, facteurs de risques de la MA

Les cas sporadiques sont les formes les plus communes de la MA. Dans ces cas, la maladie se
développe tardivement, fréquemment apres 65 ans. Les causes de la pathologie ne sont pas
connues mais plusieurs facteurs de risques génétiques ont été identifiés. Notamment, des

¢tudes de GWAS (Genome-Wide Associated Studies) ont identifié plus de 30 loci
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représentant des risques pour la MA*®. Parmi eux, I’isoforme 4 de 1’Apolipoprotéine E

représente un facteur de risque majeur.

Fonction physiologique d’ApoE

ApoE est exprimée dans de nombreux organes, son expression étant élevée dans le foie et le
cerveau. Dans le cerveau, ApoE est synthétisée de novo et il y a trés peu d’échanges d’ ApoE
entre le cerveau et la périphérie. ApoE est majoritairement produite par les cellules gliales,
principalement par les astrocytes mais également par les microglies. Cependant, dans
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certaines conditions, les neurones peuvent également produire de I’ ApoE™™".

ApoE est impliquée dans le transport de lipides et du cholestérol. Dans les cellules gliales,
ApoE se lie a des lipides en interagissant avec le transporteur ABCA1 (ATP-binding cassette
Al), qui conduit a la lipidation d’ApoE. ApoE, chargée en lipides, est alors sécrétée par les
cellules gliales et se lie a des récepteurs de lipoprotéines de basse densité situés sur les
neurones>>. Par ce procédé, ApoE conduit le transport des lipides et du cholestérol entre les
cellules gliales et les neurones, ou ils sont nécessaires au maintien de la plasticité

synaptique™°.

Isoformes d’ApoE

Chez I’humain, ApoE existe sous trois isoformes ApoE-£2, ApoE-e3 et ApoE-g4’>’. Ces
isoformes sont respectivement présentes a ~7%, 79% et 14% dans la population®®®. Ils
différent sur les résidus en position 112 et 158. ApoE-¢2 présente une cystéine en position
112 et 158, ApoE-£3 posséde une cystéine en position 112 et une arginine en position 158
tandis que ApoE-g4 posséde une arginine aux deux positions*>. La présence de 1’isoforme &4
représente le plus grand facteur de risque pour la MA : les individus portant une - ou deux -
copie d’ApoE-g4 ont trois - ou neuf - fois plus de risque de développer la forme tardive de la

330

maladie d’Alzheimer™". A 1’opposé, ApoE-£2 est considérée comme protectrice tandis que

ApoE-£3 est neutre®®

. De manicre intéressante, la présence de 1’isoforme €4 conditionne
¢galement 1’age auquel la pathologie se manifeste. L’dge moyen de survenue de la MA des
individus portant deux copies est de 68 ans, ceux des individus ayant une copie est de 75 ans

tandis que celui des individus ne portant pas de copie 4 est de 85 ans™™".

Implication dans la maladie d’ Alzheimer

Basés sur les études montrant qu”ApoE interagissait avec le peptide AB>**, de nombreux

travaux ont étudié la relation entre ApoE et les plaques amyloides. Les patients porteurs de
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334,335 . 336
=77 et de plaques neurites

I’isoforme €4 ont un niveau plus élevé d’oligomeres A
comparativement aux patient porteurs d’ApoE-€3. En outre, les souris exprimant les
isoformes humaines d’ApoE montrent également des niveaux de dépdts amyloides différents

337-339

selon I’isoforme qu’elles portent . I1 semblerait donc qu’ApoE soit impliquée dans le

dépot des plaques amyloides. Chez des souris exprimant les isoformes humains, I’expression
d’ ApoE-g4, mais pas d’ ApoE-g3, induit une augmentation de la concentration APy et APy ™.
De méme, I’expression d’ApoE-g4 induit une augmentation des oligomeéres AP ainsi que des

plaques amyloides, tandis que I’expression d’ ApoE-g2 tend 4 les diminuer’””.

ApoE semble également influencer I’oligomérisation du peptide AP. En effet, I’invalidation
génétique d’ApoE dans des souris modeles de la MA résulte en une augmentation de dépdts
diffus et une diminution de plaques amyloides denses™*', suggérant une implication d’ApoE
dans la morphologie des plaques. De plus, Hashimoto et a/. montrent que la concentration
d’oligomeres AP est 2,7 fois plus €levée chez les patients ApoE-g4/e4, suggérant qu’ ApoE-¢4
module I’oligomérisation du peptide. /n vitro, ils montrent qu’ApoE-¢4 induit une plus forte
oligomérisation qu’e3, qui, lui-méme, promeut une oligomérisation plus élevée qu’e2’™.
Enfin, des études in vitro, montrent qu’ApoE se lie au peptide AP et ralentit son agrégation

ainsi que la formation de fibrilles**.

Enfin, ApoE module également la dégradation du peptide AB. En effet, Castellano et al.
montrent que la dégradation du peptide est plus lente chez des souris porteuses de 1’isoforme
€4 comparativement a €3, ces derniéres dégradant le peptide plus lentement que les porteuses
d’e2’”. De plus, Jiang et al. montrent qu’ApoE est essentielle pour la dégradation
intracellulaire de AP et que les cellules exprimant I’isoforme €2 dégradent plus efficacement
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le peptide tandis que celles exprimant €4 le dégradent faiblement™". Ils montrent également
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qu’ApoE influence la dégradation extracellulaire du peptide, conduite par IDE”™". De maniere

intéressante, les patients porteurs de 1’isoforme &4 montrent une réduction de 50% de

I’expression de I’enzyme IDE**.

Ces derniéres années, de nombreuses ¢tudes de GWAS ont cherché a identifier des genes
prédominants chez les patients, afin d’identifier différents facteurs de risque. Parmi eux, des
genes impliqués dans le métabolisme lipidique, dans 1’endocytose ainsi que dans la réponse
immunitaire ont été mis en avant’>. Outre les facteurs génétiques, d’autres éléments tels que

I’age ont également été identifiés™.
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3.5 Modéles murins de la MA

Basés sur les différentes caractéristiques neuropathologiques, différents modéles murins de la
maladie d’Alzheimer ont été développés afin de pouvoir étudier les mécanismes sous-tendant
la pathologie. Les souris développées se basent principalement sur la formation de dépots

amyloides ainsi que I’hyperphosphorylation de la protéine Tau.

3.5.1 Les mode¢les amyloides

Les modeles amyloides sont caractérisés par I’apparition de plaques amyloides. Ils se basent
sur les formes familiales de la maladie d’Alzheimer et consistent en I’introduction et la
surexpression des génes APP, PSENI et PSEN2 mutés. Différentes mutations sur ces genes
ont été développées, chacune entrainant des perturbations différentes. Par exemple, les
mutations sur la partie N-terminale d’APP augmentent la production d’AB en modulant
I’activité de la B-sécrétase tandis que les mutations sur la partie C-terminale ainsi que sur
PSEN1 et PSEN2 provoquent un shift dans le clivage par la y-sécrétase, favorisant la

production de AB;.4,>*.

Différents modéles se basant sur ces mutations sont aujourd’hui disponibles. Tous ces
modeles développent des plaques amyloides de manic¢re dépendante de 1’dge ainsi que des
déficits cognitifs. Selon I’expression des transgenes, d’autres caractéristiques sont également
présentes telles que les neurites dystrophiques, les astrocytes et microglies réactives et parfois
la perte neuronale®’. A titre d’exemple pour les modéles APP, on peut citer le premier
modele, portant la mutation V717F (Indiana), ainsi que la souris portant la mutation APP

Swedish (APPswe) portant les mutations K670N et M671L>*.

D’autres modeles amyloides se sont ensuite développés, introduisant simultanément des génes
APP et PSENI mutés. Par exemple, la souris APPswe/PS1dE9 (simplement APP/PS1) porte
la mutation Swedish sur le géne APP ainsi qu’un géne PSENI muté, privé de son exon 9. La
souris 5xFAD, fréquemment utilisée, combine les mutations APPswe avec des mutations
Florida (I716V) et London (V717I) du géne APP ainsi que les mutations M146L et L286L du
géne PSENI, faisant de ce modéle ’un des plus agressifs’*’. L'un des modéles les plus
communément utilisés, la souris Tg2576, porte une mutation Swedish sous le controle du
promoteur prion de Hamster et développe des plaques amyloides a 10-12 mois. Elle
développe également des oligomeres AP solubles mais ne présente pas de pertes neuronales.

Cependant, elle présente des déficits synaptiques a 15 mois.
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Le modéle APP/PS1

Les souris APP/PS1 combinent la mutation Swedish sur le géne APP (APPswe) avec un
mutant de la PSENI privé de son exon 9 (PS1dE9), menant ainsi au développement d’un
niveau ¢levé de peptides APs. Ce modele présente des changements pathologiques, tels que
le dépot de plaques amyloides et les déficits cognitifs, qui sont dépendants de I’age des souris.
Les plaques amyloides sont détectables a 4 mois et leur nombre augmente continuellement
jusqu’a 12 mois®*®. Entre 4 et 12 mois d’4ge, la localisation des plaques est restreinte au
cortex et a I’hippocampe. Une augmentation graduelle de I’A insoluble est observée au cours
du vieillissement et des concentrations d’AP4o soluble sont détectées dés 4 mois tandis que

1’ AB4> soluble n’est présent qu’a partir de 8 mois d’age’*®.

Les souris APP/PS1 développent des déficits de rétention de mémoire spatiale deés 3 mois
tandis que des déficits dans 1’apprentissage et la rétention de mémoire sont observés a 9 mois.

7 . rN - 349
Ces déficits sont accentués a 14 mois

. Ces souris présentent également une altération de la
mémoire contextuelle a 12 mois et Zhang et al. montrent une corrélation négative entre les

performances cognitives et la concentration de peptide AB cortical et hippocampique™™”.

Similairement aux humains, chez qui la pathologie est prévalente chez les femmes, les souris
APP/PS1 femelles développent des plaques amyloides plus tot comparativement aux males® .
A un age tardif, les souris développent une dystrophie synaptique. Elles ne développent
cependant pas de perte neuronale, bien que certaines populations neuronales semblent

altérées™>.

Dans I’ensemble, les modéles amyloides récapitulent la progression des dépdts amyloides, de
maniére plus ou moins agressive selon les modeles. Cependant, ces souris ne développent pas
de dégénérescences neurofibrillaires, autres caractéristiques essentielles de la maladie

d’Alzheimer. Des modeles Tau se sont donc développés.

3.5.2 Les modeéles Tau

La pathologie Tau n’est pas unique & la maladie d’Alzheimer et il existe de nombreuses
Tauopathies, causées par des mutations sur le gene MAPT, encodant Tau. Cependant, il
n’existe pas de mutation de MAPT au sein de la MA, rendant la génération de modeles Tau
difficile. Deux mod¢les principaux ont ét¢ développés, basés sur la mutation FTDP-17 de
Tau. Le premier modele, JNPL3, arbore une mutation P301L de Tau sous le controle du

promoteur prion de souris et développe une pathologie Tau semblable a la MA, avec
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I’apparition de DNF de mani¢re dépendante de 1’dge. Le deuxiéme présente la méme
mutation, P301L, sous un promoteur Thyl.2 et développe des DNF dans les neurones a 8
mois. Ces deux modeles développent des déficits cognitifs et une perte synaptique au cours du

vieillissement>*.

3.5.3 Les triples mutants, arborant pathologie amyloide et Tau

Des modeles combinant les pathologies amyloides et Tau ont également été développés afin
d’étre plus représentatifs de la MA. Le modele le plus agressif est le triple mutant 3xTg. La
souris 3xTg combine I’expression d’APPswe, la mutation M146V du géne PSENI ainsi que
la mutation P301L de Tau, permettant ainsi le développement des plaques amyloides et des
dégénérescences neurofibrillaires. Ces souris montrent une accumulation d’Ap intracellulaire
a 6 mois et des plaques amyloides a 9-12 mois. Les DNF ne se développent que plus
tardivement. Elles présentent un déclin cognitif dépendant de 1’age et de la progression de la
pathologie. D’autres caractéristiques, telles que I’altération synaptique et la

Lo . 7 7 346
neurodégénération sont également présentes” .

Ces modeles murins représentent des outils indispensables et inestimables pour comprendre la
MA. Cependant, ces modeles présentent plusieurs limitations qui ne sont pas a négliger. En
effet, les pathologies se développent différemment selon les mutations introduites et les
dépots amyloides peuvent étre différents de ceux observés chez I’humain. Ensuite, ces
modeles sont basés sur la surexpression de genes et la production de peptide AP nécessite une
forte surexpression d’APP, ce qui n’est pas tres représentatif de la pathologie humaine et qui
peut engendrer plusieurs produits secondaires indésirables. De plus, les modeles amyloides se
basent sur les formes familiales de la MA. Les cas de la MA ¢étant majoritairement
sporadiques, rien n’indique que les mécanismes de pathogénése soient les mémes. Enfin, ces

outils restent des modeles et ne peuvent récapituler toutes les caractéristiques de la MA.
3.6 Inflammation et microglie dans la maladie d’ Alzheimer

3.6.1 Inflammation au cours de la pathologie

Ces derniéres années, de nombreuses études ont révélé un role fondamental de 1’inflammation

dans la progression de la pathologie®.

De multiples travaux d’analyses post-mortem
montrent une réponse inflammatoire dans le cerveau des patients atteints de la MA****>*. En

effet, les patients présentent un phénotype inflammatoire marqué par la présence de cytokines
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ro-inflammatoires*®**’. Chez les patients atteints de la MA et dans des modéles murins, des
p p

358,359

astrocytes et microglies réactives sont observés autour des plaques amyloides . De plus,

la plupart des facteurs de risque mis en évidence par les études de GWAS sont des genes
impliqués dans la réponse immunitaire’”>*°, suggérant une forte implication de

I’inflammation dans la pathologie.

In vitro, I'incubation des microglies avec le peptide AP déclenche une activation de
I’inflammasome NLRP3, une activation de la caspase-1 et une libération d’ II-1p*'. En outre,
les patients atteints de MA présentent une concentration élevée de caspase-1 et le déficit ou
I’inhibition de NLRP3 et de la caspase-1 entraine une amélioration de la pathologie. En effet,
les souris déficientes pour NLRP3 ou caspase-1 montrent de meilleures capacités mnésiques,
une diminution des pertes synaptiques, une amélioration de la phagocytose ainsi qu’une
réduction des plaques amyloides et de la concentration de AP soluble’®. D’autre part,
I’inhibition de NLRP3 et de caspase-1 méne également a une réduction de I’accumulation du
peptide AP et a une amélioration des déficits cognitifs’®~**. Ces études suggérent donc que

NLRP3 contribue négativement a la pathologie.

De maniere intéressante, Halle et al. démontrent que 1’activation de NLRP3 est dépendante de
la phagocytose du peptide AP et de la libération de la protéase cathepsine B par les
lysosomes®®'. En effet, la phagocytose du peptide induit un dysfonctionnement des lysosomes
et I’altération de leur intégrité. Ces lysosomes altérés libérent la cathepsine B dans le
cytoplasme. L’inhibition de cette derniere prévient la libération d’lI-1B, suggérant que la

cathepsine B est essentielle  la libération d’I1-1B dans ce contexte®®'. En outre, il a ét¢ montré

365
3

que la cathepsine B activait I’inflammasome NLRP3™, suggérant que la libération d’II-1f

dans les microglies traitées avec du peptide AP est dépendante de I’activation de

361

I’inflammasome par la cathepsine B™'. L’implication de la cathepsine B dans la MA a

¢galement ét¢ démontrée par diverses €tudes. Les patients atteints de la MA montrent une

365

augmentation de cathepsine B dans le plasma™-. Une accumulation de la cathepsine B dans
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les microglies autour des plaques séniles dans des modeles murins a été observée™” et son

inhibition diminue la charge amyloide et améliore les déficits cognitifs®®’.

Pendant longtemps, la présence d’une inflammation chronique dans le cerveau des patients
¢tait considérée comme un effet secondaire de la mort neuronale. Cependant, plusieurs études
montrent aujourd’hui que cette inflammation contribue a la progression de la maladie et peut

faciliter et exacerber les dépdts amyloides ainsi que les DNF*,
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3.6.2 Les microglies dans la pathologie

a) Réactivité microgliale

La présence de cellules réactives au sein des plaques neuritiques a été observée par Alois
. . , . . 288 . ,
Alzheimer lorsqu’il a décrit le premier cas de la MA™". Depuis, de nombreuses études

montrent la présence de microglies réactives autour des plaques amyloides dans le cerveau de

358,359 . - o - . 369 .
=", In vitro, AP entraine une activation des microglies™ , qui
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patients et d’animaux modeles
expriment abondamment des cytokines inflammatoires Suite au dépot d’AP, les
microglies deviennent neurotoxiques®’” et expriment différents facteurs inflammatoires tels
que I'Tl-1p et le TNFa®”. De par leurs différentes fonctions, les microglies sont impliquées
dans de multiples processus dans la MA tels que la phagocytose du peptide AP et la libération

de cytokines inflammatoires.

Libération de cytokines

L’inflammation est caractérisée par la libération de cytokines et les principales cellules
sécrétant ces facteurs sont les microglies. Les patients et les modeles murins de la MA

374-376 ’ .
74376 Des études in

présentent une élévation de la concentration de cytokines inflammatoires
vitro montrent que le peptide AP induit une activation des microglies, qui sécrétent des
cytokines et chimiokines inflammatoires telles que TNFa, II-1B, MIP-1B, MCP-1 et 11-8°7°77,
L’activation chronique des microglies ainsi que la libération de cytokines contribuent aux

dysfonctionnements et  la perte neuronale observés au cours de la pathologie®®.
= JI-1P

La cytokine II-1B est considérée comme un régulateur de 1’inflammation dans le SNC de par
son rdle dans la régulation de I’expression d’autres cytokines pro-inflammatoires et le fait que
sa perturbation retarde la survenue de la neuroinflammation et de la neurodégénération®'. In
vivo, Dinjection intracérébrale d’Il-1 provoque une activation des astrocytes’” et la
surexpression d’Il-1B chez les souris APP/PS1 conduit & une augmentation de 1’activation

microgliale®”

. L’II-1p régule la production de nombreux facteurs inflammatoires et peut
produire des médiateurs toxiques, menant 4 une dégénération neuronale™'. Dans le contexte
de la MA, une production soutenue d’Il-1P aurait un effet délétére et provoquerait la mort des
neurones. De plus, de nombreuses études montrent qu’ll-1B participe a la progression de la

MA380
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Les patients atteints de la MA présentent une augmentation de la concentration d’II-13°" et

certains polymorphismes spécifiques d’Il-1p sont associés a la MA®®'. In vitro, le traitement

382,383

des cellules gliales avec du peptide AP provoque une libération d’II-1B . En outre,

378
78 et des

I’injection intracérébrale d’Il-1 provoque une augmentation de I’expression de I’APP
études in vitro montrent que I1-1p stimule 1’activation de la y-sécrétase menant a la production
d’Ap**% . 11 semble donc qu’ll-1B et AP interagissent et forment un cercle vicieux, dans
lequel AP provoque une libération d’I1-1f tandis que ce dernier promeut le clivage de I’APP

et donc la production d’A.

Dans la MA, Il-1p semble donc avoir des effets déléteres, d’une part en maintenant la réponse
inflammatoire, et d’autre part, en induisant la production de peptide AB. Cependant, une étude
de Shaftel et a/. montre que l’activation d’Il-13 meéne a une diminution des plaques
amyloides®”’, suggérant un effet bénéfique d’Il-1B. Ghosh et al. nuancent cette idée en
montrant que I’activation d’Il-1f entraine une diminution des plaques mais conduit également

6

a une augmentation de la phosphorylation de Tau’™. In vitro, I'Il-1p entraine une

phosphorylation de Tau dans les neurones en culture®®’ et I’inhibition in vivo d’Il-1p atténue

la pathologie Tau et améliore les déficits cognitifs™.

II-1B est une cytokine grandement présente dans la MA et semble majoritairement délétere.
Ses effets ne sont, a ce jour, toujours pas bien compris. Il semblerait cependant qu’elle
contribue a une inflammation chronique, probablement impliquée dans la mort neuronale, a la

production d’Af ainsi qu’a la phosphorylation de Tau.
* TNFa

La concentration de TNFa est plus élevée chez les patients atteints de la MA*™* et la

stimulation in vitro de microglies avec des fibrilles AP induit une augmentation de

: - 389,390 . 389
I’expression de cette cytokine™ ", déclenchant une mort neuronale

. De plus, la délétion
du récepteur du TNFa dans une souris APP23 conduit a une diminution des microglies
réactives ainsi qu’a une amélioration des déficits cognitifs et une diminution des plaques
amyloides, bien que cette derni¢re semble étre due a une diminution de la production du

391

peptide™ . Cependant, une étude plus récente montre des résultats contradictoires. La délétion

des récepteurs du TNFa, TNFR1 et TNFR2, entraine une augmentation des dépots amyloides

et une progression de la pathologie Tau™”.

= JI-10
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L’interleukine 10 (Il-10) est une cytokine anti-inflammatoire qui est surexprimée chez les
patients atteints de la MA’’®. La concentration d’II-10 dans le liquide céphalo-rachidien
(LCR) des patients correle avec la progression de la maladie, suggérant que 1I’IL-10 puisse
servir de biomarqueur pour la MA®’®. L’I1-10 agit comme un médiateur anti-inflammatoire et
supprime la réponse inflammatoire en inhibant la synthése de cytokines pro-inflammatoires
telles que 1”’I1-1B et le TNFo’”. Par conséquent, une augmentation d’Il-10 chez les patients
atteints de la MA peut étre un mécanisme mis en place afin d’atténuer la production excessive
de cytokines pro-inflammatoires. Cependant, dans le contexte de la MA, il semblerait que 1’1l-
10 ait un effet délétere. La surexpression d’Il-10 meéne a une augmentation de la charge
amyloide, une diminution des marqueurs synaptiques et une dégradation des capacités
cognitives®". Inversement, des souris APP/PS1 déficientes pour II-10 présentent une
diminution d’AP, une réduction de la perte synaptique et une amélioration des déficits

395

cognitifs””. De plus, les auteurs de ces deux études suggerent que 1’Il-10 inhibe la

phagocytose d’Ap, et mettent en avant un role possible d’ ApoE™***”.

Dans I’ensemble les patients atteints de la MA montrent une augmentation de la production de
cytokines. Dans ces conditions, la production continue de ces cytokines exacerbe la réponse
inflammatoire et contribue a la neurodégénération et aux déficits cognitifs observés dans la

MA.

Phagocytose et élimination de A3

L’une des principales grandes fonctions des microglies est la phagocytose. In vitro, les

396

microglies sont capables de phagocyter et d’éliminer le peptide AB™". In vivo, les microglies

associés aux plaques sont capables d’ingérer le peptide et contribuent a la croissance des

397,398

plaques . En effet, Bolmont et a/. montrent que les microglies sont capables d’ingérer le

peptide AP et que ce dernier se retrouve dans le compartiment lysosomal, suggérant un role

dans la dégradation de celui-ci’”’

. De plus, ils montrent que les plaques grandement associées
aux microglies ont tendance a diminuer de taille au cours du temps tandis que les plaques
associées a peu de microglies ont plutot tendance a se développer, suggérant un role des
microglies dans le maintien des plaques™ . A I’opposé, Baik et al. montrent que, bien que les
microglies phagocytent le peptide, elles ne sont pas capables de le dégrader. Au contraire, les
peptides provoquent la mort des microglies et ces derni¢res les libérent dans le milieu

. . e . 398 . .
extracellulaire, contribuant ainsi a la croissance des plaques™ . Les microglies sont donc
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capables de phagocyter le peptide AP, néanmoins la contribution de ce processus a la

croissance des plaques nécessite de plus amples études.

De maniére intéressante, plusieurs études ont montré que la phagocytose d’Af par les
microglies est dépendante des facteurs inflammatoires. Ainsi, I’I1-6 induit une forte activation

399 A
. De méme, une

microgliale qui méne a une phagocytose et a une diminution des dépots AP
surexpression d’Il-1B induit une diminution des plaques amyloides ainsi que des peptides
AB4o et APsy’”°. Heneka et al. montrent que des souris déficientes pour NLRP3 ou pour la
caspase-1 ont une meilleure capacité a phagocyter le peptide et une augmentation de
I’expression des enzymes de dégradation IDE et NEP, suggérant que I’inflammasome affecte

négativement la dégradation du peptide AB>**.

Les microglies sont donc capables d’¢éliminer le peptide AP par phagocytose. Cependant, au
cours de la progression de la maladie, les microglies deviennent peu a peu incapables de
phagocyter le peptide. En effet, Hickman et al. montrent que les microglies provenant de
souris modeles agées expriment moins de protéines Neprilysine et MMP9, capables de

3% Tls montrent, dans un modéle in vitro, que 1’incubation des cellules

dégrader le peptide AP
avec du TNFa ou de I’Il-1B induit une diminution de 1’élimination du peptide, suggérant ainsi
que cette altération est due a la réponse inflammatoire®”. De maniére intéressante, I’altération
des fonctions microgliales dans la pathologie corréle avec la densité des dépots amyloides*™.
Babcok et al. montrent que la capacit¢ phagocytaire des microglies dépend de leur profil
inflammatoire. Les microglies exprimant le TNFa et I'll-1B présentent une capacité
phagocytaire inférieure a celles qui ne les expriment pas. En revanche, les microglies
exprimant I1-1a ont une capacité phagocytaire plus élevée comparativement a celles qui ne les

expriment pas*".

Il semblerait donc que les microglies, au début de la pathologie, soient capables d’éliminer le
peptide AP efficacement. Cependant, I’activation prolongée des microglies et la libération
chronique de cytokines provoquent une altération de la phagocytose, rendant les microglies

incapables d’assurer cette fonction.

La MA est caractérisée par une inflammation soutenue, observée par la production continue
de cytokines pro- et anti-inflammatoires. Ces cytokines participent a la neurodégénération
mais également a la dégradation du peptide A ainsi qu’a la phosphorylation de la protéine
Tau. Les mécanismes d’action de ces cytokines restent a éclaircir. En effet, si inhiber

I’inflammation semble parfois bénéfique, promouvoir un phénotype anti-inflammatoire reste
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peu concluant™?. Il semblerait qu’en début de pathologie les microglies soient capables de
phagocyter et d’éliminer AB. Au cours de la pathologie une activation chronique s’installe,
caractérisée par une libération soutenue de cytokines. Cette activation chronique compromet
les capacités phagocytaires des microglies qui deviennent incapables d’éliminer le peptide
(Figure 14). Plutdét qu’une activation microgliale soutenue, il semblerait donc qu’une
altération des microglies se développe au cours de la pathologie.
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Figure 14 : Les microglies au cours de la maladie d'Alzheimer
Schéma de 1’activation des microglies dans la maladie d’Alzheimer induite par AB. AP se lie a
des récepteurs et déclenche 1’activation des microglies. L’activation aigue des microglies
mene a la libération de cytokines et a la phagocytose du peptide. Lors d’une activation
chronique la libération soutenue de médiateurs inflammatoires altére et les fonctions

~~~~~

b) Les «Disease-associated microglia »

Plusieurs études se sont attardées sur le remodelage transcriptomique des microglies au cours
de la pathologie, identifiant ainsi plusieurs génes dérégulés*®. Particuliérement, 1’étude
remarquable de Keren-Shaul et al. met en avant un nouveau type de microglie appelé

*1® " Ces microglies ont un profil particulier et

« Disease-associated microglia » (DAM)
présentent une diminution des marqueurs homéostatiques ainsi qu’une surexpression de
certains génes tels que ApoE, Clec7a, Trem?2 et Cst7. De maniere intéressante, ces DAM sont
abondantes dans les régions présentant des plaques amyloides tandis qu’elles ne sont que peu

observées dans les régions ne présentant pas de plaques. L’activation des DAM se fait en
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deux temps : 1’étape initiale est associée a la dérégulation et la diminution des marqueurs
homéostatiques tels que P2ryl2 et Cx3Crl tandis que la deuxiéme étape est dépendante de
TREM? et est caractérisée par une surexpression de geénes impliqués dans le métabolisme
lipidique et dans la phagocytose. Les auteurs suggerent que les DAM sont bénéfiques et que
leur fonction phagocytaire contribue a atténuer la pathologie. Cependant, les DAM ne sont
présentes qu’en phase tardive de la maladie. En outre, les DAM ont pu étre identifiées chez

des patients atteints de la MA*'®,

¢) Modulation des microglies dans des mod¢les murins de la MA

Au vu des fonctions des microglies dans la MA, des études de déplétion microgliale ont été
conduites afin d’essayer de comprendre leur implication. Grathwohl et al/. montrent que la
déplétion des microglies dans des souris APP/PS1 et des souris APP23 n’induit pas de
changement dans le nombre de plaques amyloides ni dans leur morphologie*”. De méme,
Spangenberg et al. n’observent pas de changement dans la charge amyloide lorsque les
microglies sont ¢liminées dans les souris SxFAD. De plus, la déplétion des microglies
améliore la mémoire contextuelle et atténue la perte neuronale et synaptique*”. Dans leur
¢tude, Olmos-Alonso et al. choisissent d’inhiber la prolifération des microglies plutét que de
les ¢liminer. Cette inhibition résulte en une perte de leur activation, une amélioration des
capacités cognitives et une diminution de la dégénération synaptique. De plus, I’inhibition de
la prolifération microgliale n’altére pas la concentration d’amyloide . Ces études montrent
donc que I’élimination des microglies ou de leur activation a un effet bénéfique sur les
déficits cognitifs et synaptiques. De plus, les microglies ne semblent pas impliquées dans la

formation, le maintien ou 1’élimination des plaques amyloides.

En 2015, des travaux de Hellwig et al. cherchent a clarifier le role des microglies dans la
formation des plaques amyloides en utilisant des tranches organotypiques d’hippocampe. La
déplétion des microglies dans des tranches WT traitées avec du peptide AP mene a la
formation de plaques amyloides. La réintroduction de microglies WT dans ces tranches
prévient la formation des plaques, supposant un role des microglies dans leur apparition.
Cependant, la réintroduction de microglies provenant de souris agées SxFAD n’empéche pas
la formation des plaques. De maniére intéressante, la réintroduction de microglies provenant
de souris 5XFAD jeunes, n’ayant pas encore développé de plaques amyloides, inhibe leur
formation, suggérant ainsi que les microglies provenant de souris SXFAD agées, ayant été
dans un contexte pathologique, présentent une incapacité a moduler les plaques amyloides. De

maniére semblable, Daria et a/. montrent que les microglies provenant de souris jeunes sont
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suffisantes pour induire I’élimination du peptide AP par des microglies de souris agées
APPPSI1. IlIs observent que les microglies jeunes sécretent des facteurs permettant de stimuler

la phagocytose par les microglies agées**°.

Ces études suggerent que les souris dgées des modeles de la MA présentent des microglies
altérées, incapables de moduler I’élimination du peptide. La déplétion ou I’inhibition de la
prolifération des microglies entraine une amélioration cognitive et une diminution de la perte
synaptique, suggérant un role négatif des microglies sur la dégénérescence synaptique et par

conséquent sur les capacités mnésiques.

3.6.3 Les facteurs de risque microgliaux

Au cours des dernicres années, des ¢tudes de GWAS ont identifié plus de 25 loci génétiques
associés au développement de la pathologie. La plupart de ces loci est impliquée dans la
neuroinflammation et est préférentiellement ou exclusivement exprimée dans les
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microglies . Parmi eux, le variant commun ApoFE et le variant génétique rare TREM?2 sont

les deux facteurs de risque les plus étudiés.

a) L’ Apolipoprotéine E

L’isoforme €4 d’ApoE représente le plus commun variant génétique et le plus grand facteur
de risque associé¢ a la MA. Comme décrit précédemment (cf. §3.4.2), ApoE est exprimée dans
les astrocytes et les microglies dans lesquelles elle joue un rdle dans 1’agrégation et
I’¢limination du peptide AB. Peu d’études se sont cependant attardées sur le role d’ ApoE dans
les microglies. Des analyses post-mortem de patients atteints de la MA montrent que les
patients porteurs de I’isoforme €4 présentent une augmentation des microglies réactives dans

le cortex temporal et frontal*’’

. De mani¢re similaire, les modéles murins exprimant ApoE-g4
montrent une augmentation de la réactivit¢ microgliale comparés a des animaux porteurs de
ApoE-£3*%*  Ces observations suggérent donc un lien entre les isoformes d’ApoE et les

microglies réactives.

ApoE semble impliquée dans le processus inflammatoire. En effet, ApoE est surexprimée
dans les MGnD et module le programme transcriptionnel de génes homéostatiques et de
facteurs inflammatoires®’. In vitro, les cultures mixtes de cellules gliales déficientes en ApoE
présentent une augmentation de la production de cytokines telles que TNFa, II-1f et 11-6*'°.
Inversement, 1’application exogeéne d’ApoE sur des cultures traitées avec du peptide AP

inhibe la production de facteurs inflammatoires*'’, suggérant qu’ ApoE attenue la réponse pro-
p gg qu Ap p p
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inflammatoire. En outre, ApoE modifie la réponse inflammatoire différemment selon ses
isoformes. Les animaux porteurs d’ApoE-¢4 libérent plus de cytokines pro-inflammatoires

que ceux exprimant ApoE-g3 ou ApoE-g2*'"

. In vitro, les microglies de souris ApoE-g4
présentent une augmentation de la libération des cytokines TNFa, II-1p et I1-6 mais également
une diminution d’Il-4. Par conséquent, les cellules exprimant ApoE-g4 présentent a la fois une
augmentation du profil pro-inflammatoire et une diminution du profil anti-inflammatoire*". 11
est intéressant de noter que dans les astrocytes, les différents isoformes d’ ApoE ont un effet
inverse. Contrairement aux microglies, les astrocytes exprimant ApoE-€2 sécrétent plus d’I1-6

et de TNFa que ceux exprimant ApoE-g4*'*.

Il semble donc qu’ApoE soit impliquée dans le processus inflammatoire. ApoE atténue la
réponse inflammatoire et promeut un état anti-inflammatoire. ApoE-¢4 est moins efficace a
produire cet état anti-inflammatoire comparativement a ApoE-€3. De maniére intéressante,
I’expression protéique d’ApoE dans les cellules ApoE-g4 est moins élevée que celle des
cellules ApoE-e3*", suggérant que la réponse inflammatoire accrue des cellules ApoE-g4

peut étre en partie due a une diminution de I’expression protéique d’ ApoE.

b) TREM?2, Triggering receptor expressed on myeloid cell 2

Le deuxiéme facteur de risque le plus étudié dans le cadre de la MA est le géne TREM?2
(Triggering receptor expressed on myeloid cell 2). En effet, les études de séquengage ont
identifi¢ plusieurs variant génétiques associés a la pathologie*”*'° et le variant rs75932628
est grandement associé¢ a la MA*'>*!7,

TREM2 est un récepteur exprimé sur les cellules myéloides*'®*'®, dont les cellules

dendritiques, les macrophages*™ et les microglies’'®. TREM2 se liec a des molécules

polyanioniques*' telles que le LPS et a des lipides****

et agit via DAP12 afin de recruter la
tyrosine kinase SYK. Cette derniére phosphoryle ensuite des effecteurs en aval tels que la
PLCy ou la PI3K***  Par ces mécanismes, TREM2 module I’inflammation*”, la

426 rorge . . 42
phagocytose*® et la sécrétion de chimiokines*.

Les mécanismes par lesquels TREM?2 influence la MA ne sont pas bien connus mais le
variant rs75932628 cause une mutation R47H perte de fonction, suggérant un réle protecteur
de la protéine*>*"". TREM2 est surexprimée dans 1’hippocampe et le cortex de souris
APP/PS1**® et son expression est observée dans les microglies autour des plaques dans les
modéles TgCRNDS et APP23, suggérant ainsi son implication dans la pathologie*'”. Plus

récemment, des études montrent qu’élever ou supprimer I’expression de TREM2 induit une
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reprogrammation microgliale et I’¢tude de Keren-Shaul et al. suggeérent que TREM2 est

nécessaire a I’activation des DAM?!

. Lee et al. montrent que la surexpression de TREM2
entraine la surexpression de certains genes associés aux DAM afin de promouvoir certaines
fonctions microgliales telles que la phagocytose et la suppression de la « sur-activation » des
microglies™. De plus, plusieurs études montrent que les oligoméres A peuvent interagir
avec TREM2 et que cette interaction module des fonctions microgliales comme leur

prolifération, la dégradation d’ A et la réponse inflammatoire.

Des études se sont intéressées au role de TREM2 dans la réponse inflammatoire, bien que
celles-ci révelent des résultats contradictoires. Jay et al. observent que les souris APP/PS1
déficientes pour TREM2 présentent une diminution des transcrits II-1p et 11-6, suggérant que

430

TREM2 promeut la réponse inflammatoire™ . De méme, Zhao et al. montrent que les

microglies n’exprimant pas TREM2 ne produisent pas de cytokines inflammatoires

lorsqu’elles sont stimulées avec du peptide Ap*'

. Au contraire, Jiang et al. suggerent que la
surexpression in vitro de TREM2 dans les microglies incubées avec du peptide Af méne a
une réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires**®. Ces études montrant des
effets contradictoires, de plus amples études sont nécessaires afin de comprendre les effets de

TREM2 sur la libération de cytokines.

De nombreuses études se sont également attardées sur I’implication de TREM2 dans le
maintien des plaques amyloides. Ulrich et al. n’observent pas de différence de plaques
amyloides entre les souris APP-21 hétérozygotes et homozygotes pour TREM2 agées de 3

mois ou 7 mois*™>. Cependant Jay et al. montrent une réduction des dépdts amyloides dans

430

I’hippocampe de souris TREM2-KO agées de 4 mois™". A 1’opposé, Wang et al. observent

une augmentation de la concentration de AP dans I’hippocampe de souris SXFAD déficientes

423

pour TREM2 agées de 8 mois™*". En accord avec cela, la surexpression de TREM?2 dans des

cultures de microglies induit la phagocytose du peptide Ap.4*>**

. De plus, la surexpression
de TREM2 in vivo, par stratégie lentivirale, meéne a une diminution de la densité des plaques
dans le cortex et I’hippocampe ainsi qu’a une diminution des formes solubles et insolubles du
peptide*™®. Ces études montrent donc des résultats contradictoires, pouvant cependant étre
expliqués par I’age des souris ou les différents modeles choisis. Dans 1’ensemble, il
semblerait donc que ’interaction entre TREM2 et les dépots amyloides soit complexe.

Enfin, des études montrent que le déficit en TREM2 méne a une diminution des microglies

423,430,432

associées aux plaques amyloides tandis que la surexpression de TREM2 conduit a
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une amélioration des fonctions cognitives dans des tests de mémoires contextuels ainsi que

dans le test de la piscine de Morris*****’,

De maniere intéressante, TREM2 module I’expression d’ApoE. En effet, TREM2 est
nécessaire pour I’activation des DAM et la surexpression d’ApoE est supprimée chez les
souris TREM2-KO*'***°_ Parhizkar et al. montrent que les souris TREM2-KO présentent une
diminution de I’expression d’ApoE au sein des plaques amyloides, suggérant que TREM?2

conditionne 1’expression d’ApoE™*”

. En outre, les patients atteints de la MA porteurs de
mutations perte de fonction de TREM2 présentent une réduction de la quantité d’ApoE

sz 433
associée aux plaques ™.

Bien que ses mécanismes d’action ne soient pas bien établis, TREM2 semble intervenir dans
la pathologie par diverses fonctions : en interagissant avec le peptide AP, modulant ainsi son
dépot et sa phagocytose, en modulant la libération de cytokines mais également en agissant
sur ’expression d’ApoE. Bien que le rdle ne TREM2 ne soit pas clair, il semble que, de
maniére générale, TREM2 promeut la localisation des microglies autour des plaques et une
amélioration des fonctions cognitives. Nombre d’études surexpriment ou inhibent son

expression ; or il serait également pertinent d’étudier les différents variants de TREM?2.

ApoE et TREM2 sont les deux facteurs de risque les plus étudiés dans la maladie
d’Alzheimer. Tous deux sont exprimés dans les microglies ou ils modulent diverses fonctions.
Parmi les genes identifiés par les études de GWAS, beaucoup sont exprimés dans les
microglies tels que CD33 et CRI. Ces génes semblent impliqués dans la MA de par leurs

fonctions dans I’activation microgliale** mais n’ont été que peu étudiés.

Dans I’ensemble, ces données mettent en avant une forte implication des microglies dans la
maladie d’Alzheimer. Leur contribution, bénéfique ou déléteére, reste a déterminer. Il
semblerait cependant que ce ne soit pas aussi binaire et que leur contribution dépende du

stade et de la progression de la pathologie.

3.7 Les récepteurs purinergiques microgliaux dans la maladie d’ Alzheimer

Comme mentionné précédemment (cf. §2.2), les récepteurs purinergiques sont exprimés au
sein des microglies et remplissent diverses fonctions importantes. Ces récepteurs étant
impliqués dans ’inflammation, le maintien de I’homéostasie et la phagocytose, il semble

pertinent de les étudier dans le contexte de la MA.
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3.7.1 Les récepteurs P2Y microgliaux dans la maladie d’ Alzheimer

a) P2Y6R microglial dans la maladie d’Alzheimer

Comme décrit précédemment, P2Y6R est impliqué dans la phagocytose®® "

et pourrait donc
étre impliqué dans 1’¢limination du peptide AP dans la MA. En utilisant des tranches aigiies
de cerveaux, Wendt et a/. montrent que la phagocytose par des microglies de souris SxFAD
de 9 mois est altérée comparativement a celle des souris WT. Chez les WT, cette phagocytose
est dépendante de P2Y6R puisqu’elle est inhibée en présence de MRS2578, un antagoniste de
P2Y6R. Cependant, MRS2578 n’affecte pas la phagocytose chez les souris 5XFAD, suggérant
une altération de ce récepteur. De manicre intéressante, ils montrent que I’altération de la
phagocytose affecte aussi bien les zones riches que pauvres en plaques amyloides, montrant
une indépendance vis a vis de ces derni¢res. Enfin, ils montrent que cette altération est
dépendante de 1’age puisque la phagocytose dépendante de P2Y6R n’est pas altérée chez des

5xFAD de 4 mois. Dans I’ensemble, cette étude montre que P2Y6R est impliqué dans la

capacité phagocytaire des microglies dans le cerveau de modéles murins de la MA*,

b) P2Y 12R dans la maladie d’ Alzheimer

Dans le CNS, P2Y12R est exclusivement exprimé dans les microglies et est un marqueur des
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microglies homéostatiques . En accord avec cela, les microglies réactives situées autour

des plaques amyloides n’expriment pas P2Y 12R tandis que son expression est observée dans

les microglies distantes des plaques™®*”

. Bien que ces observations soient consistantes avec
une diminution des microglies homéostatiques autour des plaques, les conséquences de la

diminution de son expression sur les fonctions microgliales ne sont pas connues.

3.7.2 Les récepteurs P2XR microgliaux dans la maladie d’ Alzheimer

P2X4R et P2X7R sont les deux seuls P2XR exprimés dans les microglies'”. Ces deux
récepteurs sont impliqués dans 1’inflammation présente dans diverses pathologies (cf. §2.2.2)

et méritent donc leur attention dans le contexte inflammatoire de la MA.

a) P2X7R dans la maladie d’ Alzheimer

Dans le contexte de la MA, P2X7R représente le récepteur purinergique le plus étudié.
P2X7R est surexprimé dans le cerveau de patients atteints de la MA**° et il a été observé
que le polymorphisme 489C>T de P2X7R est moins fréquent chez les patients atteints de la
MA®’. L’exposition de cultures de microglies humaines au peptide AP conduit & une

augmentation de I’expression de P2X7R et I’injection de peptide AP dans I’hippocampe de rat
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induit une expression de P2X7R dans les microglies'*°. Les souris P2X7R-KO présentent de
meilleurs capacités cognitives ainsi qu’une diminution des déficits synaptiques™®. Les souris
déficientes pour P2X7R montrent également une diminution de la charge amyloide****® et Ni
et al. observent in vitro une augmentation de la phagocytose d’AP lors de I’inhibition de
P2X7R*’. En outre, I’absence de P2X7R méne & une augmentation de activité de 1’o-
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sécrétase, induisant ainsi une diminution de la production d’Af

. Il semble donc que
I’absence de P2X7R module les dépots amyloides, en promouvant la phagocytose du peptide

AP ou en inhibant sa production.

L’implication de P2X7R dans la libération de facteurs inflammatoires a également été
étudiée. In vitro, I’inhibition de P2X7R, par siRNA ou par 1’antagoniste Brillant Blue G,
conduit a une diminution de la libération des cytokines I1-1p et de TNFa apres stimulation par
I’AB et PATP*®. De plus, la stimulation des microglies issues de souris P2X7R-KO ne
provoque pas la libération d’Il-1p, contrairement a ce qui est observé dans les cellules WT*.
Cependant, Martin et a/. n’observent pas d’altération dans la libération de ces cytokines dans

les cerveaux de souris P2X7R-KO**.

Ces ¢études suggerent une forte implication de P2X7R dans la pathologie. L’absence ou
I’inhibition de P2X7R semble avoir un effet bénéfique sur les capacités cognitives et les
dépots amyloides. Cependant, I’implication de P2X7R dans la libération de cytokines pro-

inflammatoires dans un contexte de la MA reste a élucider.

b) P2X4R dans la maladie d’ Alzheimer

P2X4R est induit dans les microglies réactives et est impliqué dans divers processus
inflammatoires*™'. Une diminution de I’expression de P2X4R dans le cerveau de patients
atteints de la MA a été observée**. Bien que P2X4R neuronal ait été impliqué dans la mort
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des neurones provoquée par le peptide A", aucune étude ne montre 1’implication des

récepteurs microgliaux dans la maladie d’ Alzheimer.

Dans I’ensemble, ces résultats suggerent I’implication des récepteurs purinergiques
microgliaux dans la maladie d’Alzheimer. Cependant, ces récepteurs étant également
exprimés par les neurones, des outils plus spécifiques seraient nécessaires afin d’étudier leur

implication dans les fonctions microgliales.
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MATERIELS ET METHODES : Animaux

1 Animaux

Les animaux sont maintenus en cycle 12h jour/nuit dans une animalerie a statut EOPS
(Exempt d’Organismes Pathogénes spécifiques) et disposent de nourriture et boisson a
volonté. Les souris utilisées pour les travaux in vivo sont exclusivement des males de 12-13

mois. Les souris utilisées pour les cultures primaires sont des souris males dgées de 3 a 5

mois.

1.1 Génération des souris P2X4R-KO

129
L.

Les souris P2X4R-KO ont été générées comme décrit par Sim et al. ~. Briévement, une

cassette 3-galactosidase (LacZ)-neomycin a été insérée a la place du premier exon codant du
gene p2rx4. Le promoteur de p2rx4 promeut donc I’expression de la B-galactosidase (Figure

15).
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Figure 15 : Génération de la mutation sur le géne p2rx4

Carte du géne P2XR4 sauvage (milieu), du vecteur cible (haut) et du géne muté (bas).
L’insertion de la cassette LacZ induit une délétion de la région codante de I’exon 1 du géne.

1.2 Les souris APP/PS1 et APP/PS1xP2X4R-KO

Des souris transgéniques APPSwe/PSENAE9 (appelées simplement APP/PS1), exprimant une
protéine APP chimérique Homme/Souris ainsi que le géne Preseniline (PSENI) privé de

I’exon 9™, sous le controle de la protéine prion de souris et sur un fond C57BL/6J, sont
utilisées.
Afin de générer des souris APP/PS1xP2X4R-KO, des souris males de la lignée APP/PS1 sont

croisées avec des souris femelles P2X4R-KO.
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1.3 Les souris Cathepsine B-KO

Les souris Cathepsine B-KO ont été fournies par la Dr. Manoury du centre de recherche de

I’Institut Necker enfants malades, et leur génération décrite dans Deussing et al.***

2 Tissus humain

Les lames de coupes de cerveaux humains ont été obtenues a la banque d’échantillon IHU-A-
ICM-Neuro-CEB de I’Hopital de la Pitié-Salpétriere a Paris. Des échantillons de cortex de
patients atteints de la maladie d’Alzheimer au stade VI de Braak, agés de 56 a 88 ans, ainsi
que ceux d’un témoin agé de 90 ans sont utilisés. Les coupes, de 30 um d’épaisseur, sont

congelées et conservées a -80°C jusqu’a leur utilisation.
3 Expériences comportementales

3.1 La piscine de Morris

Le test de la piscine de Morris a été réalisé dans une cuve circulaire de 140 cm de diamétre et
de 45 cm de hauteur. Celle-ci est remplie avec de I’eau a une température de 20°C et
contenant du blanc de Meudon afin de la rendre opaque. Des indices visuels fixes sont placés
sur les murs autour de la piscine afin d’orienter les souris. Le test consiste en une phase
d’apprentissage de six jours, suivie d’un jour de repos puis du test de rétention, au jour 8.
Durant la phase d’apprentissage, une plateforme de 10 cm de diameétre est immergée, de
manicre a étre invisible pour les souris, et placée dans un cadran qui restera le méme durant
toute cette phase. Les souris réalisent trois essais par jour ; chaque essai étant espacé de 15
min. Durant chaque essai, les souris sont placées dans un cadran aléatoire et peuvent nager
pendant 90 secondes. Lorsqu’elles atteignent la plateforme, les souris y restent 20 secondes
avant d’étre replacées dans leur cage. Si les souris n’atteignent pas la plateforme au bout des
90 secondes, elles sont délicatement attrapées et placées sur celle-ci pendant 20 secondes. La
médiane des trois essais est calculée pour chaque jour d’apprentissage. Lors du test de
rétention, au jour 8, la plateforme est retirée et les souris nagent pendant 60 secondes. Le
temps passé dans le cadran cible, c’est-a-dire le cadran contenant la plateforme lors la phase

d’apprentissage, est mesuré grace au logiciel Viewpoint.
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3.2 Le test du Hamlet

445 . .. .
1.7, Le dispositif consiste en un

Le test du Hamlet a été réalisé tel que décrit par Crouzier et a
appareil de 1.6 métre de diametre, ayant des murs de 30 cm de haut et élevé de 30 cm au-
dessus du sol. Il contient une agora en son centre ainsi que cinq couloirs, de 30 cm de long et
8 cm de largeur, s’étendant dans différente direction et menant vers différents compartiments
appelés « maisons ». Chaque maison a une fonctionnalité¢ différente, leur permettant de se
nourrir, de boire, de se cacher, de courir ou d’interagir avec une autre souris (Figure 16). Le
test se compose d’une phase d’apprentissage de 12 jours suivi d’un test de rétention, réalisé
72 heures apres le dernier jour d’apprentissage. Durant la phase d’apprentissage, les souris
sont placées dans I’agora par groupe de 6-8 durant 4 heures et sont libres de circuler dans tout
le dispositif. 15 heures avant le test de rétention, les biberons d’eau sont retirés des cages
d’hébergement des souris afin de les priver d’eau (water-deprived). Lors de la rétention, les
souris sont placées individuellement dans I’agora et sont libres de se déplacer pendant 10
min ; leur comportement exploratoire est alors suivi et enregistré. L’analyse via le logiciel
Viewpoint permet d’analyser le temps de latence ainsi que le nombre d’entrées dans chaque
maison. Apres le test de rétention, les souris retournent dans leur cage et ne sont plus privées
d’eau. Le jour suivant, les souris sont placées dans le Hamlet d’une maniere similaire au jour

précédent afin de réaliser le test de rétention en condition non-privée (Non water-deprived).

Figure 16 : Le dispositif du test du Hamlet

L’appareil dispose d’une agora en son centre, ou les souris sont placées au début du test.
L’agora est reliée a différentes maisons par des couloirs. Chaque maison posséde une fonction:
boire, manger, se cacher, courir et interagir avec une souris étrangére.
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4 Culture cellulaire

4.1 Culture et transfection des cellules COS-7

Les cellules COS-7 sont cultivées dans un milieu Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM) +
glutamaX (Gibco, 61965), supplémenté¢ avec 10% de SVF (sérum de veau feetal
décomplémenté) et 1% de Penicillin-Streptomycin. Les cellules sont cultivées a 37°C en
présence de 5% de CO,. Pour leur entretien bihebdomadaire, les cellules sont rincées au PBS
(tampon phosphate salin) puis traitées au Verséne (Gibco, 15040-033) afin de permettre leur
détachement. Les cellules sont ensuite ensemencées dans des plaques de 6 puits & 70% de
confluences afin d’étre transfectées 24 heures plus tard. Les cellules sont transfectées avec de
la Lipofectamine 2000 (ThermoFisher, 11668019) avec les quantités d’ADN suivantes : 150
ug ApoE, 100ug P2X4, 100 pg P2X4K69A, 100 pg P2X2. Pour les formes humaines, 50 pg
d’ApoE-€2, ApoE-€3 ou ApoE-g4 ainsi que 33 pg de P2X4R humain sont transfectés. 48
heures apres transfection, les cellules sont rincées et incubées sur la nuit dans du milieu HBSS
(Hank’s Balanced Salt Solution) contenant du calcium et du magnesium (Gibco, 14025092).
Les surnageants et les extraits cellulaires sont ensuite collectés pour des expériences de

Western Blot.

4.2 Culture de macrophages

Les macrophages sont obtenus a partir de moelle osseuse de fémur et de tibia des souris. Les
souris WT ou P2XR4-KO sont euthanasiées a 1’euthasol Vet (400mg/kg) afin de récupérer les
fémurs et tibias. La moelle osseuse est ensuite collectée dans du milieu contenant 30% de
milieu de cellules L929 et 70% de milieu DMEM + glutamaX, supplémenté avec 10% de
SVF et 1% de Penicillin-Streptomycin. Les cellules sont ensuite mécaniquement dissociées et
cultivées dans ce méme milieu. Le milieu est changé tous les trois jours. A DIV7, les
macrophages sont rincés au PBS et ensemencés en plaque de 12, 24 ou 96 puits selon leur

utilisation.

4.3 Traitement pharmacologique

Pour les traitements pharmacologiques, les macrophages sont ensemencés dans des plaques de
12 puits a raison de 10° cellules par puits. 24 heures aprés ensemencement, les cellules sont
incubées dans de I’HBSS contenant les différents agents pharmacologiques indiqués dans le

Tableau 4, pendant une nuit, avant d’étre collectés pour des expériences de Western Blot.
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Drogues Cibles Concentration utilisée Référence produit
E64 Cysteine protease 10 puM Tocris, 5208

Calpain inhibitor 11 Calpain I et 11, cathepsine B, S et L 10 pM Bertin Pharma, 15994
Calpain inhibitor 111 Calpain I, calpain II 10 pM Bertin Pharma, 14283
Cathepsin B inhibitor Cathepsine B 20 pM Santa Cruz, sc3131
Ly3000328 Cathepsine S 10 uM MedChem Express, HY-15533
Cathepsin L inhibitor Cathepsine L 20 puM Santa Cruz, sc3132

Tableau 4 : Liste des agents pharmacologiques utilisés en culture cellulaire

5 Biochimie

5.1 Préparation des extraits cellulaires de COS-7 et macrophages

Les surnageants des macrophages et cellules COS-7 sont collectés dans des colonnes Amicon
(Millipore, UFC5010BK). Les surnageants sont ensuite centrifugés a 14000 g pendant 20 min
a 4°C afin de collecter et concentrer les protéines. Les cellules sont quant a elles
homogénéisées dans du tampon de lyse (100 mM Nacl, 20 mM HEPES, 5 mM EDTA, 1%
IGEPAL) contenant des inhibiteurs de protéases et phosphatase (ThermoFisher, A32961),
pendant 30 min a 4°C. Les homogénats sont ensuite centrifugés a 15900 g a 4°C pendant 10
min. Le surnageant, contenant ainsi les protéines solubilisées, est récupéré et la concentration

protéique mesurée par la méthode de BCA.

5.2 Préparation des extraits cellulaires de cortex

Les souris sont anesthésiées a 1’Euthasol Vet et une perfusion intracardiaque de PBS est
réalisée. Le cerveau est disséqué afin de récupérer les cortex. Ceux-ci sont ensuite lysés dans
un tampon de lyse (100 mM NaCl, 20 mM HEPES, 5 mM EDTA, 1% Triton-X100),
contenant des inhibiteurs de protéases et phosphatases, avant d’étre homogénéisés sur roue
pendant une heure a 4°C. L’homogénat est ensuite centrifugé a 15900 g a 4°C pendant 10 min

et la concentration protéique mesurée.

5.3 Préparation des extraits de synaptosomes

Les extraits de synaptosomes de cortex sont préparés a ’aide du réactif d’extraction Syn-
PER™ (Thermofisher, 87793). Aprés pesée, les cortex sont homogénéisés mécaniquement
dans du réactif Syn-PER™ supplémenté en inhibiteurs de protéases et de phosphatases, a

raison de 10 mL par gramme de tissus. Les homogénats sont ensuite centrifugés a 1200 g
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pendant 10 min a 4°C et les surnageants sont récupérés. Apres dosage des protéines par
méthode de BCA, les échantillons sont centrifugés a 15000 g pendant 20 min a 4°C. Suite a
cette étape, les surnageants constituent les fractions cytosoliques de 1’échantillon tandis que
les culots représentent les synaptosomes. Pour finir, les culots sont resuspendus dans du

réactif Syn-PER™ 4 raison de 1-2 mL par gramme de tissue.

Anticorps Dilution Hote Référence produit

Anticorps primaires

ApoE 1:1000 Chevre Millipore, AB947
P2X4R 1:1000 Lapin Sigma, HPA039494
Tubuline 1:2000 Souris Sigma, T9026

RFP 1:1000 Lapin MBL, PM005

HA 1:1000 Lapin Invitrogen, 715500
6E10 1:1000 Lapin  Biolegend, SIG-39320-0200
Cathepsin B 1:1000 Chevre R&D systems, AF965

Anticorps secondaires

Souris-HRP 1:5000 Cheval Cell singling, 7076S
Lapin-HRP 1:5000 Chevre Jackson, 111-035-144
Chevre-HRP 1:5000 Ane Jackson, 705-035-003

Tableau 5 : Tableau des anticorps utilisés pour les expériences de Western Blot
5.4 Western Blot

Les surnageants et extraits cellulaires sont dilués dans du tampon de charge dénaturant
(tampon LDS-Page 4x, Invitrogen), complétés avec 5% de B-mercaptoethanol puis chauffés
pendant 5 min a 80°C. Les protéines sont ensuite séparées par migration sur un gel
polyacrylamide en gradient 4-12% (Thermofisher, NW04125B0OX), dans du tampon MOPS
(ThermoFisher, BO00O1) et transférées sur membrane de nitrocellulose a 1’aide du systéme
iBlot (ThermoFisher, IB21001). Les membranes sont incubées dans un tampon de blocage
(PBS + 0,1% de Tween-20 (PBS-T) et 5% de lait), a température ambiante pendant une heure
avant d’étre incubées avec les anticorps primaires (cf. Tableau 5) dans ce méme tampon
durant la nuit. Le lendemain, apres trois lavages au PBS-T, les membranes sont incubées avec

les anticorps secondaires couplés a I’enzyme HRP (cf. Tableau 5) pendant 1 heure a
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température ambiante. Les protéines sont ensuite révélées par chimioluminescence avec un
substrat ECL (Biorad, 170-5061). Les images sont acquises a I’aide d’'un Chemidoc Touch

(Biorad) et analysées avec le logiciel ImageLab.
6 ELISA Ap

Les cortex sont disséqués tels que décrit plus haut. Ils sont ensuite homogénéisés dans du
tampon de solubilisation (Tris 1 M pH 7,6 + 2% SDS contenant des inhibiteurs de protéases et
de phosphatases ainsi que 1 mM d’ABCSF (Cayman Chemical, 14321)) a I’aide de deux
sonications de 5 secondes chacune. Apres centrifugation a 16000 g pendant 30 min a 4°C, les
surnageants sont récupérés, constituant la phase soluble des extraits. La concentration
protéique est ensuite dosée par la méthode de BCA et les échantillons dilués afin de procéder
a ELISA. L’ELISA a été réalisé selon les recommandations du kit et du fournisseur
(ThermoFisher, KHB3441). La concentration d’AB obtenue pour chaque échantillon est

ensuite rapportée a la quantité de protéines.
7 Immunofluorescence

7.1 Immunofluorescence sur culture de macrophages

Les macrophages sont ensemencés sur des lamelles contenues dans des plaques de 24 puits, a
raison de 10° cellules par puits. Aprés fixation pendant 5 min avec du PFA 1%, les cellules
sont incubées pendant 30 min avec une solution de saturation IF : PBS contenant 0,1% de
Triton X-100 (Sigma, X-100) et 10% de sérum d’ane (Sigma, D9663). Les cellules sont
ensuite incubées dans du PBS-0,1% Triton X-100 contenant les anticorps primaires (cf.
Tableau 6) pendant 2 heures, rincées trois fois au PBS, puis incubées avec les anticorps
secondaires (cf. Tableau 6) pendant une heure. Un marquage Hoechst est utilisé pour
visualiser les noyaux. Le Hoechst (Sigma, B2883) est dilu¢ a 1:5000 dans de I’eau et les
cellules sont incubées dans cette solution pendant 5 min avant d’étre rincées trois fois au PBS.

Les lamelles sont montées sur lames avec du milieu de montage (Dako, S3023).

7.2  Immunofluorescence sur coupe de cerveau

Afin de récupérer le cerveau, les souris sont anesthésiées et perfusées avec du PBS en
intracardiaque. Le cerveau est ensuite extrait et un hémi-cerveau est fixé par immersion dans

du PFA 4% pendant une nuit. Le lendemain, la PFA est remplacée par du PBS contenant
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0,1% de sodium azide. Les hémi-cerveaux sont coupés au vibratome (Leica, VT1000S) afin
d’obtenir des sections de 40 um d’épaisseur. Pour I’immunohistochimie, les coupes sont
incubées dans une solution de saturation IF pendant 2 heures a température ambiante avant
d’étre incubées avec les anticorps primaires (cf. Tableau 6) pendant une nuit a 4°C. Le
lendemain, les coupes sont rincées au PBS et incubées avec les anticorps secondaires (cf.
Tableau 6) pendant 2 heures a température ambiante. Avant montage, les coupes sont
incubées avec du True Black® (Biotium, 23007) afin de masquer 1’autofluorescence des
lipofusines. Les coupes sont ensuite montées sur lamelles a 1’aide du milieu de montage
(Dako, S3023). Lorsque indiqué, les coupes sont traitées avec de I’AmyloGlo® (Biosensis,
TR-300-AG) afin de marquer les plaques amyloides, selon les recommandations du
fournisseur. Briévement, en amont du marquage par les anticorps décrit ci-dessus, les coupes
sont déshydratées a 1’éthanol pendant 5 min, rincées a 1’eau distillée pendant 2 min, puis
incubées dans une solution saline contenant de 1’AmyloGlo®. Des ringages 4 la solution saline
et a I’eau distillée complétent la procédure. L’AmyloGlo® permet de marquer les plaques
amyloides, avec des spectres d’excitation et d’émission de 325-375 nm et 400-450 nm

respectivement.

7.3 Immunofluorescence sur coupe de cortex humain

Les tissus humains sont fixés avec de la PFA a 4% et incubés avec du tampon de saturation
IF. Les lames sont directement incubées avec les anticorps primaires (cf. Tableau 6) dilués
dans du PBS-0,1% Triton X-100 pendant une nuit a 4°C. Le lendemain, les lames sont rincées

et incubées avec les anticorps secondaires (cf. Tableau 6) et traitées avec du True Black®.
8 Quantification par immunofluorescence

8.1 Quantification des plaques amyloides

Afin de réaliser un marquage des plaques amyloides, les coupes de cerveaux de souris ont été
obtenues comme décrit plus haut. Les coupes sont incubées avec de la Thioflavine T a 100
pg/mL (Sigma, T3516) pendant 15 min, rincées a 1’éthanol 70% pendant 5 min et lavées au
PBS trois fois. Les coupes sont ensuite montées sur lames et les acquisitions sont réalisées a
I’aide d’un microscope Zeiss Axiolmager Z1. Le nombre et la taille des plaques sont

quantifiés a I’aide de la méthode de seuillage avec le logiciel Image].
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8.2 Quantification microgliale

Les coupes de cerveaux sont marquées avec de I’AmyloGlo® et I’anticorps Ibal, en utilisant
le protocole décrit en paragraphe 7.2, afin de marquer les plaques amyloides et les microglies
respectivement. Pour la quantification microgliale, des champs contenant des plaques
amyloides sont choisis de fagon aléatoire ; six champs par coupe, a raison de 5 coupes par
animal, sont acquis a 1’aide d’un microscope Zeiss Axiolmager Z1. Pour chaque plaque
amyloide, la zone d’intérét est définie par un périmetre variant selon la taille de la plaque ; le
périmetre est calculé avec un rayon correspondant a quatre fois celui de la plaque amyloide.
L’aire du marquage Ibal est quantifiée dans cette zone d’intérét grace au logiciel ImagelJ, sur

la base d’un seuillage automatique.

Anticorps Dilution Hote Référence produit

Anticorps primaires

ApoE 1:500 Chevre Millipore, AB947
Ibal 1:2000 Lapin Wako, MNK4428
Ibal 1:1000 Chevre Abcam, ab5076
Cathepsin B 1:200 Chevre R&D systems, AF947
Cathepsin B 1:200 Lapin Cell signaling, 31718
P2X4R 1:200 Rat Don du Dr. Nolte
P2X4R 1:200 Lapin Sigma, HPA039494
Cd68 (couplé Alexa-488) 1:300 Ane Biorad, MCA1957A488T

Anticorps secondaires

Rat-A594 1:500 Ane Jackson, 712-586-150
Chevre-A488 1:500 Ane Molecular probes, A11034
Lapin-A557 1:500 Ane R&D system, NL0O04
Lapin-A488 1:1000 Chevre Molecular probes, A11034

Tableau 6 : Tableau des anticorps utilisés en immunofluorescence
9 Marquage Golgi

Les cerveaux sont récupérés comme décrit en section 7.2. Des coupes de 150 um d’épaisseur
sont obtenues au vibratome. Le marquage Golgi est réalisé a I’aide du kit « Slice Golgi Kit »

(BioemmoTech, 003760), en suivant les recommandations du fournisseur. Les images sont
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obtenues au microscope Zeiss Axiolmager Z1. Seuls des dendrites du second ordre des
neurones du cortex sont analysées. L’analyse des épines dendritiques est réalisée avec le
logiciel Imaris, en utilisant la fonction « filaments ». Le nombre d’épines est rapporté a la

longueur de la dendrite analysée.
10 Mesure de P’activité de la cathepsine B in vitro

10.1 Mesure en lecture de plaques

Afin de réaliser les mesures d’activité, les macrophages sont ensemencés en plaque de 96
puits a raison de 10° cellules par puits. 12 heures aprés, les cellules sont incubées avec de
I’HBSS contenant le substrat de la cathepsine B, le Z-RR-AMC (Enzo, BNL-P137), a 100 uM
pendant 1 heures a 37°C. La fluorescence est lue a 440 nm, aprés une excitation a 365 nm,
grace a un lecteur de plaques (Molecular Devices, Flexstation 3). La fluorescence est ensuite

normalisée a la quantité de protéines et rapportée a la fluorescence des cellules WT.

10.2 Mesure en microscopie

Pour I’¢tude de I’activité de la cathepsine B en microscopie, les macrophages sont
ensemencés sur des lamelles contenues dans des plaques de 24 puits, a raison de 10> cellules
par puits. IIs sont ensuite incubés avec un substrat cathepsine B-Magic Red (BioRad, ICT938)
pendant 2 heures a 37°C. Les cellules sont ensuite rincées au PBS puis fixées a la PFA 1%.
Les images sont acquises a I’aide d’un microscope Zeiss Axiolmager Z1 et I’intensité

moyenne de fluorescence est analysée avec le logiciel Imagel.

11 Cytométrie et tri cellulaire

Les cortex de souris sont prélevés tels que décrit en section 5.2 et dissociés a I’aide du kit de
dissociation Neural Tissue Dissociation Kit P (Miltenyi, 130-092-628) et du dissociateur
gentleMACS Octo Dissociator with heaters selon le protocole préprogrammé ABDK 01.
Aprées dissociation, la myéline est séparée a ’aide de la solution Debris Removal Solution
(Miltenyi, 130-109-398). Les cellules sont incubées avec du Fc Bloc (1/100, BD Pharmingen,
553142) pendant 10 min sur glace puis marquées avec un anticorps Cd11-PE (BD
Pharmingen, 557397) pendant 30 min sur glace afin de marquer les microglies. Les cellules
sont ensuite analysées et triées a 1’aide du trieur BD FACS Melody. Les cellules sont en

premier lieu séparées selon leur taille (FSC) et leur granulosité (SSC). Les doublets sont

87



MATERIELS ET METHODES : Statistiques

ensuite discriminés. Enfin, les cellules marquées positivement avec du Cd11b-PE sont
analysées et triées (Figure 17). Les microglies ainsi récupérées sont ensuite homogénéisées
dans le tampon de lyse mentionné en section 5.2. Apres une centrifugation a 15900 g pendant

10 min a 4°C, le surnageant est collecté et utilisé pour des expériences de Western Blot.

Ungated Cells Single cells
2508 M 250K < 2508 =
200K e 200K = 200K
o 150K = = 150K Single Cells
& S & 466
W ;ﬁ (7
ATV =
S8 50K~
0 T T L BT R B . % d a T T T T T
0 SOk 10K 150K 200K 250K 0 S0k IO 150K I00K 250K ] SOK. 100K 150K 200K 250K
FSC-A S5C-H F3C-H
Negative APP/PSI APP/PS1xKO
2
Cat1e-PE ';-;EM Ca118-PE posite
Co11b-PE Nagatve 501 10-PE poRIte 1504 1504
kg —y Cd118-PE Negalive Cd1 1 b-PE Magative
+ i la 1
= E 100+ E oo+
E 100 2 H
&7 ] ]
504 S04 50
O=F ory STy Ty ey L S L e ey Ty — ey
w1 w1t 1 o w1t 10 g o [ T w1
Cd11b-PE- A Cdl1b-PE - A Cdl1b-PE - A

Figure 17 : Tri des microglies par FACS

Les cellules sont sélectionnées selon leur granulosité et leur taille (SSC-A/FSC-A) : sélection
de la population “cells”. Les doublets sont ensuite éliminés selon leur granulosité (SSC-
W/SSC-H) et leur taille (FSC-W/FSC-W) : sélection de la population “single cell”, avant
d’étre triée selon leur marquage Cd11b-PE. Les histogrammes (bas) représente le marquage
cd1l1b-PE pour un contrdole négatif, un cortex provenant de souris APP/PS1 et un cortex
provenant de souris APP/PS1xKO

12 Statistiques

Les tests statistiques ont été réalisés a I’aide du logiciel Graph Prism. Les résultats sont
analysés a l’aide de tests de Student ou d’ANOVA, aprés vérification des conditions
d’application : la normalité est vérifice a ’aide du test de Shapiro-Wilk et 1’égalité des

variances a 1’aide du test de Fisher. Afin de comparer I’effet des traitements sur les
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macrophages en cultures, des tests de Student appariés sont réalisés. Lorsque les conditions
d’application ne sont pas respectées, les données sont analysées avec des tests non
paramétriques : le test de Wilcoxon-Mann-Whitney pour la comparaison de deux échantillons
ainsi que le test de Kruskal-Wallis pour des comparaisons de multiples échantillons. Sur
chaque graphique, les valeurs indiquées représentent les moyennes + SEM. Pour chacun des

tests, la notation est telle que *: p<<0.05 ; ** : p<0.01 et *** : p<0.001.
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Contexte de I’étude

Les récepteurs P2X sont exprimés par toutes les cellules du SNC. Ils sont impliqués dans
plusieurs processus physiologiques et pathologiques tels que 1’inflammation chronique. En
particulier, P2X4R est exprimé par les neurones et les microglies et est impliqué dans diverses
pathologies telles que I’épilepsie et les douleurs inflammatoires et neuropathiques. Dans ce
contexte, des études précédemment menées au sein du laboratoire ont cherché a mettre en
évidence les partenaires protéiques de P2X4R. Ainsi, des expériences de co-
immunoprécipitation ont permis d’identifier une interaction entre P2X4R et ApoE dans des
macrophages dérivés de moelle osseuse (BMDM) (Figure 18A). Ces résultats ont été
confirmés par marquages immunocytochimiques, montrant une co-localisation des deux
protéines (Figure 18B). Une telle interaction a également été observée en systéme
recombinant dans des cellules COS-7 transfectées avec ApoE et P2X4R-HA (Figure 18C et
D), faisant de ces cellules un bon modele pour 1I’étude de cette interaction. Par la suite, les
conséquences fonctionnelles de cette interaction ont été étudiées et des quantifications par
Western Blot (WB) ont révélé un niveau protéique d’ApoE plus élevé dans des BMDM
provenant de souris P2X4R-KO (simplement appelé KO) comparativement & des BMDM de
souris WT (Figure 19A et B). La quantification d’ApoE dans des cultures primaires de
microglies conduit a des résultats similaires, le niveau d’ApoE étant plus élevé dans le
surnageant et le lysat cellulaire des microglies provenant de souris P2X4R-KO

comparativement a celui de souris WT (Figure 19C et D).

Ainsi, il apparait que P2X4R et ApoE interagissent et que 1’absence de P2X4R dans les
cellules myéloides en culture entraine une augmentation d’ApoE extra- et intracellulaire. Au
vu de ces résultats, il semblait donc intéressant de rechercher les mécanismes par lesquels

P2X4R intervient dans I’augmentation d’ApoE.

La protéine ApoE représente un facteur de risque majeur pour le développement de la maladie
d’Alzheimer, modulant la dégradation et I’agrégation du peptide AB. P2X4R étant impliqué
dans divers processus pathologiques, en particulier dans I’inflammation, il était également
intéressant de déterminer si P2X4R, par D’intermédiaire d’ApoE, est impliqué dans cette

pathologie.

Les travaux de cette thése visent (1) a étudier le mécanisme conduisant a 1’augmentation

d’ApoE dans les cellules P2X4R-KO, (2) a établir si P2X4R est impliqué dans la
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pathogénicité de la MA et (3) a mettre en relation I’augmentation d’ ApoE et I’implication de
P2X4R dans la MA, afin de savoir si I’augmentation d’ApoE pourrait étre le mécanisme par

lequel P2X4R module certaines caractéristiques de la MA.
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Figure 18 : Interaction entre P2X4R et ApoE

(A) WB d’ApoE et de P2X4R aprés immunoprécipitation de P2X4R (gauche) ou d’ApoE
(droite) de BMDM en culture. (B) Immunomarquage d’ApoE (vert) et de P2X4R (rouge) dans
des BMDM en cultures (barre d’échelle : 10 pm). (C) WB d’ApoE et de P2X4R-HA apres
immunoprécipitation de P2X4R-HA exprimés dans des cellules COS-7 transfectées avec
P2X4R, ApoE ou P2X4R+ApoE. (D) Immunomarquage de P2X4R (rouge) et ApoE (vert) dans
des cellules COS-7 transfectées avec ApoE et P2X4R (barre d’échelle : 5 pm).
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Figure 19 : Augmentation d'ApoE dans des cultures de BMDM et de microglies
provenant de souris P2X4R-KO
(A) WB représentatif d’ApoE dans le surnageant et dans le lysat cellulaire de BMDM de souris
WT et P2X4R-KO (KO). (B) Quantification du signal d'ApoE observé en WB dans les
macrophages WT et P2X4R-KO (n=3 cultures indépendantes, moyenne = SEM, * p<0,05, one-
sample t-test comparé a une valeur théorique de 1). (C) WB représentatif d'ApoE dans le
surnageant et dans le lysat cellulaire de microglies en culture primaire. (D) Quantification
d'ApoE observée en WB dans les microglies en culture primaire (n=3 cultures indépendantes,

moyenne £ SEM, * p<0,05, one sample t-test comparé a une valeur théorique de 1)
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1 Caractérisation des effets de P2X4 sur ApoE in vitro

1.1 Etude de la spécificité de P2X4R

Les expériences précédemment menées au sein du laboratoire montrent une augmentation de
I’expression d’ApoE dans des BMDM et des microglies en culture n’exprimant pas P2X4R.
Avant d’étudier les mécanismes sous-jacents, des expériences ont été réalisées afin de vérifier
que cet effet est spécifique de P2X4R. A ces fins, des cellules COS-7 ont été transfectées avec
des plasmides codant pour ApoE en I’absence ou en présence de P2X4R ou de P2X2R. Apres
48h, les surnageants sont prélevés et I’expression protéique d’ApoE est quantifiée par WB.
Les cellules exprimant ApoE et P2X4R montrent une diminution significative de 1’expression
d’ApoE comparativement aux cellules exprimant seulement ApoE (ApoE + P2X4R : 0,95 +
0,3 vs ApoE : 1,35 + 0,3) (Figure 20), indiquant que les cellules COS-7 représentent un bon
modele pour cette étude puisque représentatif de I’effet endogene observé dans les cultures
primaires. Les cellules exprimant ApoE et P2X2R montrent un niveau d’expression d’ApoE
similaire aux cellules exprimant seulement ApoE (ApoE + P2X4R : 1,18 + 0,2 vs ApoE +
P2X2R : 1,35 + 0,3) (Figure 20), ne mimant pas le phénotype observé avec P2X4R. Ainsi,
I’effet de P2X4R sur ApoE est spécifique de cette sous-unité.
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Figure 20 : Effet spécifique de P2X4R sur I'augmentation d'ApoE

(A) WB représentatif d'ApoE dans des cellules COS-7 transfectées avec ApoE seule ou avec
P2X4R-Scarlet (P2X4R-sclt) ou P2X2R-Scarlet (P2X2R-sclt). (B) Quantification du signal
d'ApoE observé en WB (n=6 cultures indépendantes, moyenne = SEM, * p<0,05, RM one-way

Anova)
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1.2 FEtude de ’activité de P2X4R

Dans un deuxieme temps, des expériences ont été conduites afin de déterminer si I’effet de
P2X4R sur ApoE est dépendant de I’activité de P2X4R. En effet, certains récepteurs peuvent
avoir des effets indépendants de leur activation par un ligand*®. Afin d’étudier cela, un
mutant d’activité de P2X4R, P2X4R-K69A, a été utilisé. La lysine en position 69 étant
essentielle pour la liaison de I’ATP, ce récepteur muté est inactif. Les cellules COS-7 ont été
transfectées avec ApoE, ApoE et P2X4R ou ApoE et P2X4R-K69A. L’expression d’ApoE
dans le surnageant est ensuite observée et quantifiée en WB. Comme observé précédemment,
les cellules transfectées simultanément avec ApoE et P2X4R présentent un niveau
d’expression plus faible que les cellules exprimant seulement ApoE (ApoE + P2X4R-HA :
0,44 = 0,1 vs ApoE : 0,93 + 0,2). Les cellules transfectées avec ApoE et P2X4R-K69A
présentent une diminution significative de 1’expression d’ApoE (ApoE + P2X4R-K69A-HA :
0,41 +£ 0,1 vs ApoE : 0,93 £ 0,2), similairement aux cultures exprimant P2X4R et ApoE
(Figure 21). Ces résultats suggerent que 1’effet de P2X4R sur ApoE est indépendant de son

activité.
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Figure 21 : Diminution d'ApoE dans les cellules transfectées avec P2X4R-K69A-HA, un
mutant d'activité

(A) WB représentatif d’ApoE dans des cellules COS-7 transfectées avec ApoE, P2X4R-HA et
le mutant d’activité P2X4R-K69A-HA. (B) Quantification du signal d’ApoE observé en WB
(n=8 cultures indépendantes, moyenne £ SEM, * p<0,05, ** p<0,01, Friedman test:
ApoE+P2X4R vs ApoE, ApoE+P2X4RK69A vs ApoE)

1.3 Etude de la dégradation d’ ApoE dans les macrophages

Les résultats précédents montrent que I’absence de P2X4R conduit a une augmentation
d’ApoE dans les macrophages et les cellules COS-7. Apres avoir été synthétisé¢, ApoE subit

des modifications post-traductionnelles dans le Golgi afin d’étre incorporée dans des
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vésicules et d’étre rapidement secrétée™’. Lorsqu’elle n’est pas sécrétée, ApoE est rapidement
dégradée. Différentes voies de dégradation d’ApoE ont été identificées et ApoE peut étre
dégradée par des protéases a cystéine ainsi que par des aspartic et chymotrypsin-like serine
protease**®. Dans les macrophages, ApoE peut étre dégradée dans le lysosome et 'utilisation

449
. Dans ce

d’inhibiteur de lysosomes diminue la dégradation d’ApoE d’environ 60%
contexte, il a été intéressant de se demander si 1’augmentation d’ApoE dans les BMDM
P2X4R-KO ¢était due a une altération de sa dégradation. Des BMDM WT et P2X4R-KO ont
donc été¢ incubés avec un inhibiteur de protéases a cystéine lysosomales, I’E64 (10 uM)
pendant une nuit. L’expression d’ ApoE dans le surnageant de ces cellules a été quantifiée. Les
cellules WT traitées a ’E64 montrent une augmentation de I’expression d’ApoE (controle :
0,44 £ 0,1 vs E64 : 0,23 + 0,1) (Figure 22). Ce résultat était attendu puisque 1’E64 inhibe les
protéases a cystéine, impliquées dans la dégradation d’ApoE. Au contraire, le traitement par
I’E64 n’induit pas d’augmentation de I’expression d’ApoE dans les cellules P2X4R-KO
(contrdle : 0,81 += 0,3 vs E64 : 0,92 + 0,4) (Figure 22). Ces données suggerent une altération

de la dégradation d’ ApoE, médiée par les protéases a cystéine, en I’absence du récepteur.
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Figure 22 : Augmentation d'ApoE dans les BMDM WT traités avec un inhibiteur de
protéases a cystéine
(A) WB représentatif d’ApoE dans le surnageant de BMDM WT et P2X4R-KO apres traitement
a I’E64 (10 pM), un inhibiteur du protéasome. (B) Quantification du signal d’ApoE observé en
WB dans des macrophages traités a I’E64. (n=5 cultures indépendantes, moyenne = SEM, *
p<0,05 paired t-test : WT-control vs WT-E64 et KO-control vs KO-E64)
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RESULTATS : Caractérisation des effets de P2X4 sur ApoE in vitro

1.3.1 Les protéases a cystéine

Afin d’étudier plus en détail les enzymes impliquées dans la dégradation d’ApoE, des
inhibiteurs plus spécifiques ont été utilisés. Les cellules ont été traitées avec les inhibiteurs de
calpaines I et II. Ces drogues inhibent les calpaines I et II, des protéases a cystéines non
lysosomale, ainsi que le cathepsine L et la cathepsine B, des protéases a cystéine lysosomales.
Le traitement par I’inhibiteur de calpaines I (CI-I) n’induit pas de changement dans
I’expression d’ApoE (contréle : 0,37 = 0,1 vs CI-1: 0,40 £ 0,1) tandis que le traitement par
I’inhibiteur de calpaines II (CI-II) induit une augmentation significative (controle : 0,37 + 0,1
vs CI-II: 0,59 + 0,2) (Figure 23A et B). Bien qu’ayant des affinités proches pour les
différents composés qu’elles inhibent, I’inhibiteur de calpaines II présente un K; plus faible
pour la calpaine I et la cathepsine B comparativement a I’inhibiteur de calpaines I (cf. Tableau
7). Ces différences d’affinité pourraient expliquer les différents effets des traitements,

supposant ainsi qu’ils soient dus a I’inhibition de la calpaine I et/ou de la cathepsine B.

Inhibiteurs Ki Calpain I Ki Calpain II Ki Cathepsine L. Ki Cathepsine B
Calpain inhibitor 1 190nM 220nM 0.5nM 150nM
Calpain inhibitor 11 120nM 230nM 0.6nM 100nM

Tableau 7 : Tableau résumant les Ki des inhibiteurs de calpaine I et II pour différentes
protéases

Bien que le traitement par CI-II induise une augmentation d’ApoE dans les BMDM WT, il
n’a pas d’effet significatif dans les BMDM P2X4R-KO (contréle : 0,76 £ 0,2 vs CI-II : 1,05 +
0,4) (Figure 23B). La dégradation d’ApoE n’est donc pas inhibée par CI-II dans les cellules
P2X4R-KO, suggérant une altération de la dégradation conduite par la calpaine I et/ou la

cathepsine B dans ces cellules.

Afin d’identifier plus précisément les protéases a cystéines impliquées, les cellules ont été
traitées avec ’inhibiteur de calpaine III (CI-III), inhibant spécifiquement les calpaines I et II.
L’utilisation de ce dernier n’induit aucun changement dans I’expression protéique d’ApoE
dans les BMDM WT (contrédle : 0,42 = 0,2 vs CI-III : 0,43 + 0,2) et P2X4R-KO (contrdle :
1,1 £0,5 vs CI-IIl : 1,57 £ 0,7) (Figure 23C et D), suggérant que les calpaines I et II ne sont
pas impliquées dans la dégradation d’ApoE.
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L’utilisation de CI-III permet donc d’écarter les calpaines I et II de notre étude et suggere

I’implication des cathepsines dans 1’altération de la dégradation d’ ApoE.
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Figure 23 : Augmentation d'ApoE dans des BMDM WT traités avec des inhibiteurs de
calpaines II

(A) WB représentatif d’ApoE dans le surnageant de BMDM WT et P2X4R-KO aprés traitement
avec des inhibiteurs de calpaines I et IT (10 uM). (B) Quantification du signal d’ApoE observé
en WB aprés traitements mentionnés en A (n=5 cultures indépendantes, moyenne = SEM, *
p<0,05 paired Wilcoxon test: WT-control vs WT-CI-I, KO-control vs KO-CI-I, WT-control vs
WT-CI-II, KO-control vs KO-CI-II). (C) WB représentatif d’ApoE dans le surnageant de
BMDM WT et P2X4R-KO aprés traitement avec 1’inhibiteur de calpaines IIT (CI-III) (10 pM).
(D) Quantification du signal d’ApoE observé en WB aprés traitement avec CI-III (n=3 cultures

indépendantes, moyenne * SEM, paired Wilcoxon test : WT-control vs WT-CI-III, KO-
control vs KO-CI-III)
Afin d’identifier les cathepsines impliquées dans la dégradation d’ApoE, des inhibiteurs
spécifiques des cathepsines B, L et S, exprimées dans les cellules myéloides, ont été utilisés.
La Figure 24 montre que 1’incubation des BMDM avec des inhibiteurs des cathepsines L et S

ne provoque pas de changement significatif dans I’expression d’ApoE chez les WT et les
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P2X4R-KO (contrdle : 0,24 + 0,1 ; inhibiteur de cathepsine L a 10 uM : 0,37 £+ 0,1 ; inhibiteur
de cathepsine L a 50 uM : 0,33 £ 0,15 ; inhibiteur de cathepsine S a 50 uM : 0,33 £+ 0,1),
suggérant que ces deux protéases ne sont pas impliquées dans la dégradation d’ApoE (Figure
24). Au contraire, le traitement des cellules WT par un inhibiteur de la cathepsine B (20 uM)
induit une augmentation d’ApoE (contréle : 0,15 + 0,1 vs inhibiteur de cathepsine B : 0,40 +
0,2), suggérant I’implication de la cathepsine B dans la dégradation de cette dernicre (Figure
25). De manicre intéressante, le traitement par 1’inhibiteur de la cathepsine B n’a pas d’effet
sur les BMDM P2X4R-KO (contrdle : 0,44 + 0,2 vs inhibiteur de cathepsine B : 0,46 + 0,1)

(Figure 25), suggérant ainsi une altération de cette protéase dans les cellules P2X4R-KO.

L’ensemble de ces résultats montre que 1’augmentation d’ApoE dans les BMDM P2X4R-KO

est, en partie, due a une altération de sa dégradation par la cathepsine B.
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Figure 24 : Absence d'effet lors de l'inhibition des cathepsines L et S
(A) WB représentatif d’ApoE dans des BMDM WT et P2X4R-KO aprés traitement par un
inhibiteur de cathepsine L (10 uM ou 50 uM) ou un inhibiteur de cathepsine S (50 uM). (B)
Quantification du signal d’ApoE observé en WB aprés traitements mentionnés en A (n=4
cultures indépendantes, moyenne =+ SEM, paired Wilcoxon test: WT-control vs WT-
Cathepsine L, WT-control vs WT-Cathepsine S, KO-control vs KO-Cathepsin L, KO-control vs
KO-Cathepsin S)
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Figure 25 : Augmentation d’ApoE dans des BMDM traités avec un inhibiteur de
cathepsine B

(A) WB représentatif d’ApoE dans le surnageant de BMDM WT et P2X4R-KO aprés traitement
par un inhibiteur de la cathepsine B (catB inhibitor). (B) Quantification du signal d’ApoE par
WB (n=6 cultures indépendantes, moyenne * SEM, * P<0,05, paired Wilcoxon test: WT-
control vs WT-Cathepsine B,, KO-control vs KO-Cathepsine B)

1.3.2 Etude de la cathepsine B

a) Localisation subcellulaire de la cathepsine B

Les résultats précédents identifient la cathepsine B comme responsable de la dégradation
d’ApoE dans les BMDM WT. De ce fait, des marquages immunocytochimiques ont été
effectués afin de confirmer sa localisation lysosomale. La Figure 26 montre la co-localisation
de la cathepsine B avec CD68, un marqueur spécifique des lysosomes (Figure 26A). La
cathepsine B co-localise également avec P2X4R et ApoE (Figure 26B), et plus
particulierement la cathepsine B co-localise avec ApoE dans les lysosomes (Figure 26C).
Ainsi, ces observations sont cohérentes avec une implication de la cathepsine B et de P2X4

dans la dégradation lysosomale d’ ApoE.
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Figure 26 : Expression d'ApoE, de la cathepsine B et de P2X4R dans les lysosomes des
BMDM

(A) Immunofluorescence montrant la localisation de la cathepsine B (gris) et de P2X4R

(rouge) dans les lysosomes (CD68, vert). (B) Immunofluorescence montrant la co-localisation
de la cathepsine B (gris), de P2X4R (rouge) et d’ApoE (vert), dans les BMDM. (C)
Immunofluorescence montrant la co-localisation de la cathepsine B (bleu) , d’ApoE (rouge)
dans les lysosomes (CD68, vert) dans les BMDM WT et P2X4R-KO (barre d’échelle : 5 pm).

101



RESULTATS : Caractérisation des effets de P2X4 sur ApoE in vitro

b) Analyse de ’activité enzymatique de la cathepsine B

Les résultats précédents suggerent une altération de la cathepsine B dans les cellules P2X4R-
KO, induisant une diminution de la dégradation d’ ApoE et par conséquent une augmentation
de sa concentration. Afin de confirmer cette altération, différents substrats fluorescents de la
cathepsine B ont été utilisés. Ces substrats deviennent fluorescents suite a leur clivage par la
cathepsine B, permettant ainsi de mesurer I’activité de la protéase. Dans une premicre série
d’expériences, les cellules ont ét¢ incubées avec le substrat Z-RR-AMC. Apres une heure
d’incubation, les BMDM P2X4R-KO émettent une fluorescence significativement inférieure
aux BMDM WT, indiquant une altération de 1’activité de la cathepsine B dans les cellules KO
(KO : 0,76 £ 0,09 vs WT : 1) (Figure 27A). Cette fluorescence est spécifique de I’activité de
la cathepsine B puisque I’application de son inhibiteur entraine une forte diminution du signal
(WT + inhibiteur : 0,47 + 0,06 ; KO : 0,76 = 0,09 ; KO + inhibiteur : 0,44 + 0,09 normalisé au
WT). Ces résultats ont été confirmés avec un deuxieéme substrat de la cathepsine B, pouvant
étre quantifié en microscopie a fluorescence, la cathepsine B-Magic Red. Comme observé
dans la Figure 27B, les cellules P2X4R-KO émettent une fluorescence significativement plus

faible comparativement aux BMDM WT (WT : 47301 + 9238 vs KO : 19969 + 2357).

Ces résultats indiquent donc que ’activité de la cathepsine B est altérée dans les BMDM
P2X4R-KO, suggérant ainsi qu’elle est dépendante de P2X4R. De maniére intéressante, bien
que la fluorescence des cellules P2X4R-KO soit plus faible que celle des WT, elle reste plus
¢levée que celle des cellules traitées avec 1’inhibiteur de cathepsine B (Figure 27A), montrant

que la cathepsine B est tout de méme active dans ces cellules, bien qu’elle soit altérée.

En parallele, ’expression protéique de la cathepsine B a été étudiée afin de déterminer si la
diminution de I’activit¢ de la cathepsine B dans les BMDM P2X4R-KO pouvait étre
simplement due a une expression protéique plus faible. L expression de la protéase, observée
en WB dans des lysats cellulaires (Figure 28A) ainsi qu’en immunocytochimie (Figure 28B),
est similaire entre les cellules WT et P2X4R-KO. L’expression de la cathepsine B étant
similaire entre les WT et les P2X4R-KO, il apparait donc que 1’altération de la cathepsine B
ne soit pas due a une diminution de son expression mais qu’elle soit causée par un défaut de

son activité.

Dans I’ensemble, ces résultats montrent que P2X4R joue un rdle dans D’activit¢ de la
cathepsine B. L’invalidation du récepteur entraine une diminution de son activité enzymatique

et par conséquent, une augmentation d’ ApoE.
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Figure 27 : Diminution de I'activité de la cathepsine B dans les BMDM P2X4R-KO
(A) Mesure de l'activité de cathepsine B dans des BMDM incubés avec un substrat fluorescent
Z-RR-AMC (100 pM) pendant une heure (n=6 cultures indépendantes, moyenne = SEM, *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, one sample t-test comparé a la valeur théorique de 1,
correspondant a une normalisation par rapport au WT; # p<0,05, ## p<0,01, one way ANOVA)
(B) Gauche, Images representatives de BMDM en présence de substrat Magic Red (rouge)
(Barre d’échelle : 50 um). Droite, Mesure de 1'activité de la cathepsine B en microcopie a
l'aide du substrat fluorescent cathepsine B Magic Red (n=3 cultures indépendantes, moyenne
+= SEM, * p<0,05, unpaired t-test).
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Figure 28 : Expression identique de la cathepsine B dans les BMDM WT et P2X4R-KO

(A) WB représentatif de la cathepsine B dans des lysats de BMDM WT et P2X4R-KO. (B)
Immunofluorescence de la cathepsine B (vert) et de P2X4R (rouge) dans des BMDM WT et
P2X4R-KO. (Barre d'echelle : 5 um)
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1.3.3 Etude de I’expression d’ ApoE dans les cellules Cathepsine B-KO

Les résultats précédents identifient donc la cathepsine B comme protéase responsable de la
dégradation d’ApoE, modulée par P2X4R. Afin d’appuyer ces résultats, I’expression d’ ApoE
a été étudiée dans des BMDM provenant de souris Cathepsine B-KO (CatB-KO). Apres s’étre
assurés, par immunocytochimie et par WB, de I’absence de la cathepsine B dans les cellules
CatB-KO (Figure 29A et B), la quantification d’ApoE a été effectuée par WB et montre une
augmentation de 1’expression d’ApoE dans ces cellules. Il est cependant a noter que, par
manque de souris disponibles, seules deux expériences ont été effectuées et qu’aucune

analyse statistique n’est réalisable (Figure 29C et D).
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Figure 29 : Augmentation d'ApoE dans les BMDM Cathepsine B-KO
(A) Immunofluorescence de la cathepsine B (verf) dans les BMDM WT et CatB-KO,
confirmant 1’absence de cathepsine B dans les cellules CatB-KO. Barre d’échelle : 15 pm. (B)
WB confirmant 1’absence d’expression de cathepsine B dans les cellules CatB-KO. (C) WB
représentatif d’ApoE dans les cellules WT et CatB-KO. (D) Quantification du signal ApoE
observé WB dans des cellules WTY et CatB-KO (n=2 cultures indépendantes, moyenne =
SEM).
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Dans I’ensemble, cette premiere partie a permis de mettre en évidence le role spécifique de
P2X4R dans I’activation de la cathepsine B. Dans les cellules P2X4R-KO, ’activité de la
cathepsine B est altérée et provoque un défaut de la dégradation d’ApoE, conduisant a

I’augmentation de I’expression d’ ApoE.

2 Caractérisation de la maladie d’Alzheimer dans les souris

P2X4R-KO

Comme décrit précédemment, P2X4R est impliqué dans divers processus
physiopathologiques. En particulier, il est impliqué dans des processus inflammatoires au
cours desquels il est exprimé de novo dans les microglies réactives. Dans ce contexte, il était
intéressant de déterminer si P2X4R pouvait étre impliqué dans les procédés inflammatoires
présents dans les maladies neurodégénératives. ApoE étant impliquée dans la maladie
d’Alzheimer et les résultats précédents montrant une implication de P2X4R dans la
dégradation d’ ApoE, déterminer si P2X4R est impliqué dans la MA a été 1’objet d’étude de la
seconde partie de cette thése. Des souris APP/PS1, modéle murin de la pathologie, invalidées
(APP/PS1xKO) ou non (APP/PS1) pour P2X4R, ont été utilisées afin d’étudier le rdle de ce

récepteur dans la pathologie.

2.1 Etude des performances mnésiques

Afin de déterminer si P2X4R joue un role dans la MA, les performances mnésiques des souris
APP/PS1 et APP/PS1xKO ont été évaluées grace a deux tests comportementaux, la piscine de

Morris et le test du Hamlet.

2.1.1 La piscine de Morris

La piscine de Morris est un test de performance mnésique, couramment utilisé pour étudier
les souris modeles de la MA. Cette expérience est composée d’une période d’apprentissage et
d’un test de rétention. La période d’apprentissage, de 6 jours, permet aux souris d’apprendre
la localisation d’une plateforme immergée, placée a un endroit fixe dans la piscine. L’eau
étant aversive pour les souris, celles-ci chercheront a rejoindre rapidement la plateforme. Le
temps nécessaire pour atteindre cette derniere diminue au cours des jours d’apprentissage et
les souris mettent significativement moins de temps au sixiéme jour comparativement au
premier jour (Figure 30A), montrant ainsi que toutes les souris ont appris a localiser la

plateforme au cours de la période d’apprentissage.
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Figure 30 : Amélioration des performances mnésiques chez les souris APP/PS1xKO
dans le test de la piscine de Morris

(A) Courbes représentant le temps mis par les souris pour atteindre la plateforme au fil des
jours (Moyenne = SEM, Two-way ANOVA). (B) Pourcentage de temps passé dans le cadran
cible durant le test de rétention comparativement a la valeur théorique de 25% (moyenne =
SEM, *** p<0.001, one sample Wilcoxon test). (C) Tracés représentatifs du parcours d’une
souris de chaque génotype lors du test de rétention. Le quadrant cible est entouré en noir et
reste a la méme position lors de toutes les expériences.

Le temps nécessaire au sixiéme jour est plus faible chez les WT que chez les KO, APP/PS1 et
APP/PS1xKO (WT: 26 + 3,5 secondes vs KO : 44,6 = 7 secondes ; APP/PS1: 44,3 +
8,4 secondes ; APP/PS1xKO : 48,1 + 7,4 secondes) bien qu’il ne soit pas statistiquement
significatif. 48 heures apres le dernier jour d’apprentissage, les souris sont a nouveau placées
dans la piscine dans laquelle la plateforme a été retirée. Le temps passé dans le cadran cible,
dans lequel était précédemment placée la plateforme, est mesuré. Le temps passé dans ce
cadran est exprimé en % par rapport au temps total du test (60 secondes) et comparé a 25%,
valeur théorique représentant le temps qu’une souris aurait passé dans le cadran si elle se
déplacait aléatoirement, sans connaissance de la localisation de la plateforme. Les souris WT
et KO passent plus de 25% du temps dans le cadran cible (WT : 43,4 £ 4,1% et KO : 36,9 +

2,5%), elles ont donc mémorisé la localisation de la plateforme. Les souris APP/PS1 passent
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35,7 =+ 4,6% de leur temps dans ce cadran cible; cette valeur n’est cependant pas
significativement différente de la valeur théorique, dii & une grande variabilit¢ des
performances au sein de ce groupe. Enfin, les souris APP/PS1xKO passent significativement
plus de temps dans le cadran cible (38,2% =+ 3,2). Il semble donc qu’elles aient retenu la
localisation de la plateforme et par conséquent présentent de meilleures performances
mnésiques comparativement aux souris APP/PS1 (Figure 30). Cependant, I’hétérogénéité des
performances étant élevée et le nombre d’animaux dans le groupe des APP/PS1 étant plus

faible que dans les autres groupes, ces résultats sont a interpréter avec précaution.

2.1.2 Le test du Hamlet

Afin de vérifier les résultats obtenus dans le test de la piscine de Morris, un second test, le test
du Hamlet, a été effectué. Celui-ci est plus complexe, mélant capacités cognitives et
interactions sociales™. Il se compose d’une phase d’habituation suivie d’un test de rétention
et se déroule dans un dispositif composé d’une aréne et de cinq compartiments, chacun ayant
un intérét différent : boire, manger, se cacher, courir ou interagir avec une autre souris (Figure
16). Durant la phase d’habituation, plusieurs souris sont placées simultanément dans ’aréne et
sont libres de se déplacer pendant 4 heures. Cette phase, durant 12 jours, leur permet de
s’habituer au dispositif et d’apprendre la localisation de chaque compartiment. 15 heures
avant le test de rétention, les souris sont privées d’eau (water-deprived). Le temps mis pour
atteindre le compartiment contenant 1’eau (drink house) est quantifié. Les souris étant été
privées d’eau, elles chercheront a aller rapidement au compartiment « boire ». Si elles sont
capables de se souvenir de la localisation de celle-ci, le temps de latence pour y accéder sera
faible. Au contraire, si elles ne se souviennent pas de sa localisation, le temps pour I’atteindre
sera ¢élevé. A la fin du test, les souris sont replacées dans leur cage et I’eau leur est restituée.
24 heures apres, les souris sont replacées dans le dispositif afin de passer une seconde fois le
test de rétention dans des conditions non assoiffées (non water-deprived). Dans ces
conditions, les souris n’ont pas de préférences a aller rapidement au compartiment contenant
de l’eau. Le temps mis pour atteindre le compartiment « boire» entre les conditions

« assoiffée » et « non assoiffée » est alors comparé pour chaque génotype.
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Figure 31 : Amélioration des performances mnésiques chez les souris APP/PS1xKO
dans le test du Hamlet

(A) Gauche, graphique représentant le temps de latence pour atteindre le compartiment
« boire » dans des conditions assoiffée (water-deprived) et non assoiffée (non water-deprived)
(n=8, 8, 10 et 11 souris pour WT, APP/PS1, KO et APP/PS1xKO respectivement. Moyenne =
SEM, ** p<0,01; *** p<0,001, t-test Water-deprived vs non water-deprived pour chaque
génotype). Droite, Nombre d’erreurs avant d’entrer dans le compartiment « boire » dans des
conditions assoiffée et non assoiffée (Moyenne = SEM, * p<0.05, t-test Water-deprived vs
non water-deprived pour chaque génotype). (B) Diagramme représentatif du temps de latence
pour atteindre chaque compartiment.

Les souris WT et KO présentent un temps de latence significativement plus faible en
condition assoiffée comparativement a la condition non assoiffée (WT water-deprived : 24,4
+ 7,3 secondes vs WT non water-deprived : 81,5 + 13,7 secondes et KO water-deprived : 13,9
+ 3,2 secondes vs KO non water-derprived : 40,9 + 6,0 secondes), montrant ainsi qu’elles ont
¢té¢ capables de mémoriser la localisation du compartiment d’intérét (Figure 31A). En
revanche, les souris APP/PS1 présentent un temps de latence similaire dans les deux

conditions (APP/PS1 water-deprived : 73,5 + 24,5 secondes vs APP/PS1 non water-deprived :

87,1 £ 19,5 secondes), indiquant qu’elles ne sont pas capables de se souvenir de la
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localisation du compartiment. De manicre intéressante, les souris APP/PS1xKO présentent
une réduction significative du temps de latence en condition assoiffée (APP/PS1xKO water-
deprived : 39,0 £+ 9,0 secondes vs APP/PS1xKO non water-deprived : 112,4 + 22,1 secondes),
suggérant que ces souris se souviennent de la localisation du compartiment (Figure 31A). Le
nombre d’erreurs avant d’atteindre le compartiment a également été mesuré. Les souris WT et
KO présentent un nombre d’erreurs plus faible en condition « assoiffée» (WT water-
deprived : 14,1 £ 3,9 vs WT non water-deprived : 36,8 £8,2 et KO water-deprived : 11,1 + 3,1
vs KO non water-deprived : 22,3 + 4,1), contrairement aux souris APP/PS1 (APP/PS1 water-
deprived : 33,5 £ 11,6 vs APP/PS1 non water-deprived : 40,3 + 11,2). Le nombre d’erreurs est
plus faible chez les souris APP/PS1xKO assoiffées comparativement aux souris non
assoiffées (KO water-deprived : 23, = 4,5 vs KO non water-deprived : 43,7 + 6,8) (Figure
31A), soulignant ainsi leur capacité a se souvenir de la localisation du compartiment d’intérét.
La Figure 31B permet de visualiser les temps de latence pour atteindre chaque compartiment.
Les souris WT, KO et APP/PS1xKO présentent un temps de latence plus faible pour le
compartiment « boire » dans la condition assoiffée (Figure 31B). Ces résultats indiquent que
les souris APP/PS1xKO présentent de meilleures performances mnésiques comparativement

aux souris APP/PS1 dans le test du Hamlet.

2.1.3 Performances locomotrices

Afin de s’assurer que la diminution des temps de latence ne soit pas due a une activité
locomotrice plus élevée chez les souris APP/PS1xKO, un test de locomotion en champ ouvert
a été réalisé et la distance parcourue pendant 10 minutes a ét¢ mesurée. Les souris APP/PS1 et
APP/PS1xKO parcourent une plus grande distance comparativement aux souris WT et KO
(APP/PS1 : 49,24 + 15,74 métres ; APP/PS1xKO : 49,18 + 11,74 meétres ; WT : 41,26 £ 11,07
metres et KO : 36,91 + 9,20 metres) (Figure 32). Par ailleurs, aucune différence n’est

observée dans ’activité locomotrice des souris APP/PS1 et APP/PS1xKO (Figure 32).

Dans I’ensemble, ces tests comportementaux mettent en avant de meilleures performances

mnésiques chez les souris APP/PS1xKO comparativement aux souris APP/PS1.
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Figure 32 : Performances locomotrices en champs ouvert

Distance parcourue durant 10 min en champ ouvert (n=16, 10, 20 et 18 souris pour WT,
APP/PS1, KO et APP/PS1xKO respectivement. Moyenne = SEM, one-way ANOVA)

2.2 Etude de la charge amyloide

Les souris APP/PS1xKO présentant de meilleurs performances cognitives, les dépots
amyloides, une caractéristique majeure de la MA, ont été étudiés afin de déterminer si ces

souris présentaient également une diminution des altérations histologiques.

2.2.1 Quantification des plaques amyloides

Les plaques amyloides, agrégats de peptides AP s’accumulant dans le cerveau de patients
atteints de la MA, peuvent étre observées a I’aide d’un marquage Thioflavine T, marquant les
structures en feuillets . A 1’aide de ce marquage, les plaques du cortex sont quantifiées et
leur nombre est rapporté a la taille de cette structure. La quantification des plaques ne montre
pas de différence dans le nombre de plaques amyloides observées entre les deux génotypes
(APP/PS1 : 32,9 £ 5,6 vs APP/PS1xKO : 30,6 £+ 5,1) (Figure 33A). De méme, 1’analyse de la
taille moyenne des plaques ne révéle aucune différence (APP/PS1: 195,7 + 31,1 mm® vs
APP/PS1xKO : 178,7 + 6,7 mm®) (Figure 33B). Enfin, les plaques ont été catégorisées selon
leur taille et leur nombre pour chaque catégorie a été quantifié. La fréquence cumulée des
plaques en fonction de leur taille est représentée en Figure 33 et aucune différence n’est
observée entre les deux génotypes (Figure 33C). De ces analyses, il ne ressort aucune
différence dans le nombre et la taille des plaques amyloides entre les APP/PS1 et les
APP/PS1xKO. De plus, I’analyse du nombre en fonction de la taille des plaques ne reléve
aucune différence montrant ainsi que les plaques amyloides ont le méme profil dans ces deux

génotypes.
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Figure 33 : Nombre et taille des plaques amyloides identiques entre les APP/PS1 et
APP/PS1xKO

(A) Gauche, Images représentatives de coupes de cerveaux marquées a la Thioflavine T (barre
d’échelle : 700um). Droite, Quantification du nombre de plaques amyloides dans le cortex de
souris APP/PS1 et APP/PS1xKO (n=11, 5 coupes par animal, moyenne * SEM, unpaired t-
test). (B) Quantification de la taille des plaques (n=11, 5 coupes par animal, moyenne &= SEM,

unpaired t-test). (C) Distribution de la taille des plaques.

2.2.2  Quantification du peptide A} soluble

L’analyse de plaques amyloides ne montrent pas de différence entre les APP/PSI et
APP/PS1xKO. Cependant, bien que les plaques soient une caractéristique majeure de la
pathologie, aucune corrélation entre les plaques amyloides et la progression de la maladie n’a
¢t¢ montrée. Au contraire, des études récentes soulignent la toxicité des oligomeres solubles
du peptide AP et suggerent que ces derniers, plutdt que les plaques, causent la mort neuronale

299,308,309
AP0

observée dans la M . Pour ces raisons, la quantit¢ de peptides AP solubles a été

mesurée dans le cortex des souris APP/PS1 et APP/PS1xKO. Des expériences de WB
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montrent que les souris APP/PS1xKO présentent moins d’AP soluble comparativement aux
souris APP/PS1 (APP/PS1: 1,00 = 0,1 vs APP/PS1xKO: 0,52 + 0,1) (Figure 34A). De
méme, une analyse par ELISA montre une diminution du peptide A soluble dans le cortex de
souris APP/PS1xKO comparativement aux souris APP/PS1 (APP/PS1 : 1216 + 66,5 pg/mg de
protéine vs APP/PS1xKO : 937,2 + 83,6 pg/mg de protéine) (Figure 34B).

Ainsi, bien qu’il n’y ait pas de différence dans le nombre de plaques amyloides, les souris
APP/PS1xKO présentent une concentration plus faible de peptides AP solubles corticaux

comparativement aux souris APP/PS1.
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Figure 34 : Diminution du peptide AP soluble chez les APP/PS1xKO
(A) WB représentatif d’AB (6E10) dans le cortex de souris APP/PS1, APP/PS1xKO, WT et
KO. (B) Quantification du signal 6E10 observé WB dans le cortex de souris APP/PS1 et
APP/PS1xKO (n=7 souris, moyenne £ SEM, * p<0,05, unpaired t-test). (C) Quantification de
la concentration d’AP soluble par ELISA (n=7 et 6 souris pour APP/PS1 et APP/PS1xKO

respectivement, moyenne = SEM, * p<0,05, unpaired t-test).
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2.3 Caractérisation synaptiques

Hormis les déficits cognitifs et les plaques amyloides, la MA est également caractérisée par

une forte perte synaptique. De ce fait, elle a ¢galement été évaluée dans nos conditions.

2.3.1 Quantification des épines dendritiques par marquage Golgi

Dans un premier temps, les neurones ont ét¢ marqués a I’aide d’un marquage Golgi et les
épines dendritiques des neurones corticaux ont été¢ quantifiées. Aucune différence n’est
observée dans le nombre d’épines entre les différents génotypes (WT : 14,9 + 2,0 ; APP/PS1 :
12,3+0,8; KO:13,3+0,2; APP/PS1xKO : 12,7 + 0,1) (Figure 35), bien que les souris WT

semblent avoir un nombre légeérement plus élevé.
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Figure 35 : Nombre d'épines dendritiques corticales identique entre les APP/PS1 et les
APP/PS1xKO

(A) Images représentatives d’axones marqués au marquage Golgi de WT, APP/PS1, KO et
APP/PS1xKO (barre d’échelle : 5 pm). (B) Quantification des épines dendritiques observées
par marquage Golgi (n=3, 4, 4 et 4 souris pour WT, APP/PS1, KO et APP/PS1xKO
respectivement, moyenne &= SEM, Kruskal-Wallis test).
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2.3.2 Etudes de marqueurs synaptiques

Dans un deuxieéme temps, les marqueurs synaptiques NR1A et PSD95 ont été quantifiés. Pour
cela, des synaptosomes de cortex ont été préparés et I’expression de ces protéines a été
analysée en WB. Les souris APP/PS1 semblent présenter une réduction de NRIA
comparativement aux WT (WT : 1,1 £0,9 vs 0,57 £ 0,07; p=0,0542) bien que ceci ne soit pas
significativement différent, d0 a une grande variabilité interindividuelle (Figure 36). Les
souris APP/PS1 présentent également une diminution de I’expression du marqueur post-
synaptique PSD95 comparativement aux WT (WT : 3,5 + 0,4 vs APP/PS1 : 2,0 + 0,4) (Figure
36). Les APP/PS1 semblent présenter des déficits de marqueurs synaptiques, ce qui est

y y L 450,451
cohérant avec les données de la littérature™ ™"

o O
X
A 5 5 &
S &
T & a £ &£
< < < =2 =
NRIA --.
100
PSD95 ---—-L
Actin }—-—-*}7
B C
5_
1.54
£
_ = 4] z
2 T Z T
51.0- =
£ = 3
— g
< on
g 1 2, T
v
=05 o
= o
2 =N
0.0 0
WT APP/PS1 KO APP/PS1 WT APP/PS1 KO APP/PS1
xKO xKO

Figure 36 : Quantification des marqueurs synaptiques NR1A et PSD95

(A) WB représentatif de NR1A et de PSD95 dans les synaptosomes de cortex. (B)
Quantification du signal de NR1A observé en WB. (C) Quantification du signal de PSD95
observé en WB (n=4, 5, 4 et 5 animaux pour WT, APP/PS1, KO et APP/PS1xKO

respectivement, moyenne &= SEM, * p<0,05 One-way ANOVA test).
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Ces mémes analyses ont été réalisées sur des synaptosomes de souris P2X4R-KO et il est
intéressant de noter une légeére diminution de D’expression de NRI1A chez ces souris
comparativement aux WT (WT: 1,1 £ 0,1 vs KO: 0,8 + 0,2) bien que cela ne soit pas
significatif. Cependant ces souris présentent une réduction significative de PSD95 (WT 3,5 +
0,4 vs KO: 2,0 = 0,2), suggérant ainsi que les souris n’exprimant pas P2X4R, dans un
contexte hors MA, présentent des déficits synaptiques. Dans ces conditions, il est difficile
d’interpréter les résultats obtenus pour les souris APP/PS1xKO. Les souris APP/PS1xKO ont
tendance a présenter une diminution de NRI1A comparativement aux P2X4R-KO et aux WT
mais une augmentation comparativement aux APP/PS1 (APP/PS1xKO : 0,7 + 0,1 ; P2X4R-
KO: 0,8 =+ 0,04; WT: 1,1 = 0,1 ; APP/PS1: 0,6 £ 0,2), bien que cela ne soit pas
statistiquement pertinent. Quant a PSD95, les souris APP/PSIXKO présentent une
augmentation de cette protéine comparativement aux souris APP/PS1 mais également
comparativement aux souris P2X4R-KO (APP/PS1xKO: 2,5 £ 0,2 ; APP/PS1: 2,0 + 0,4 ;
KO : 2,0 = 0,2). Les souris P2X4R-KO présentant un niveau basal de NR1A et de PSD95
(Figure 36) plus faible que le WT, il n’est pas possible de tirer une conclusion claire de ces

résultats.

L’ensemble de ces résultats permet de mettre en évidence une amélioration des capacités
cognitives ainsi qu’une diminution de la quantit¢ d’AP soluble corticale chez les souris

APP/PS1xKO comparativement aux souris APP/PS]1.

2.4 Etude des microglies

Les souris APP/PSIxKO présentant une amélioration de la pathologie, il a ensuite été

question de comprendre comment 1’absence de P2X4R conduisait a ces phénotypes.

2.4.1 Localisation de P2X4R dans le cortex

Afin d’étudier le role de P2X4R, la localisation du récepteur a, dans un premier temps, été
¢tudiée par immunofluorescence. Dans le cortex de souris APP/PS1, P2X4R est fortement
localis¢ dans les microglies réactives se situant autour des plaques. Au contraire, aucun
marquage de P2X4R n’est présent dans les microglies du parenchyme, éloignées des dépots
amyloides. P2X4R est donc fortement exprimé dans les microglies réactives (Figure 37A). De
plus, un marquage des lysosomes a 1’aide d’un anticorps anti-CD68 a permis de confirmer la
localisation lysosomale de P2X4R dans les microglies réactives, décrite dans la littérature

(Figure 37B).
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Figure 37 : Localisation de P2X4R dans les lysosomes des microglies réactives

(A) Marquage des plaques amyloides (AmyloGlo, bleu), des microglies (Ibal, vert) et de
P2X4R (rouge) dans le parenchyme de souris APP/PS1 (haut) et autour des plaques amyloides
dans le cortex de souris APP/PS1 (milieu) et APP/PS1xKO (bas) (barre d’échelle : 20 um). (B)
Marquage des lysosomes (CD68, vert) et de P2X4R (rouge) dans les microglies (Ibal,
magenta) (barre d’échelle : 10 pum).

2.4.2 Caractérisation des microglies réactives

P2X4R étant surexprimé dans les microglies réactives situées pres des plaques amyloides, il a

été intéressant de se demander si ’absence de P2X4R affecte le recrutement ou le nombre de
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microglies autour des plaques. Des marquages de microglies et de plaques amyloides ont donc
été effectués sur des coupes de cerveaux de souris APP/PS1 et APP/PS1xKO. Les microglies
étant réactives et formant des clusters autour des plaques, il est difficile de les individualiser
pour les quantifier. Afin de contourner ce probléme, 1’aire occupée par les microglies a été
analysée, représentant ainsi la couverture microgliale autour des plaques. Les premiéres
observations laissent supposer que 1’aire occupée par les microglies est dépendante de la taille
de la plaque autour de laquelle elles sont situées. En effet, plus la plaque est grande, plus le
marquage Ibal est étendu. De ce fait, il est important de définir la région d’analyse en
fonction de la taille des plaques. Ainsi, la région est définie comme un cercle de rayon égal a
4 fois le rayon de la plaque (Figure 38A), permettant ainsi de prendre en compte la taille de la
plaque. L’aire occupée par Ibal n’est pas différente entre les souris APP/PSI et les souris
APP/PS1xKO (APP/PS1 : 2,2 + 0,1 vs APP/PS1xKO : 2,0 £ 0,2) (Figure 38A), montrant ainsi
que Dl’absence de P2X4R n’affecte pas la couverture microgliale autour des plaques
amyloides. De maniére intéressante, on note une corrélation positive entre 1’aire occupée par
les microglies et la taille des plaques amyloides au sein des deux génotypes (r=0,57 et r=0,51

pour APP/PS1 et APP/PS1xKO respectivement) (Figure 38B).

L’¢étude de la MA chez des souris APP/PS1 n’exprimant pas P2X4R a mis en avant une
amélioration des capacités mnésiques ainsi qu’une diminution de la concentration d’Af
soluble dans le cortex de ces souris, sans altération du nombre de plaques amyloides. Par
ailleurs, P2X4R est surexprimé dans les lysosomes des microglies réactives se situant autour
des plaques mais son absence n’affecte pas la couverture microgliale. Comment 1’absence de

P2X4R induit de tels changements chez les APP/PS1 restent donc a déterminer.
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Figure 38 : Aire microgliale autour des plaques amyloides identique entre les APP/PS1
et APP/PS1xKO

(A) Gauche, Image représentative des microglies autour des plaques. Le rayon de la plaque est
mesuré (x, ligne orange) et 1’aire occupée par les microglies est analysée dans une région
(cercle blanc) déterminée comme un cercle de rayon 4 fois supérieur a celui de la plaque (4x,
ligne blanche) (barre d’échelle : 30um). Droite, quantification de 1’aire occupée par les
microglies (n=11 animaux, moyenne £ SEM, unpaired t-test). (B) 1’aire occupée par les
microglies est exprimée en fonction de la taille des plaques autour desquelles elles sont

situées (r=0,57, p<0,001 et r=0,51, p<0,001 pour APP/PS1 et APP/PS1xKO respectivement,
Pearson correlation test).

3 Etude de P2X4R et d’ApoE dans la MA

Les résultats précédents montrent que I’absence de P2X4R induit des changements
phénotypiques chez les APP/PS1. Par ailleurs, dans les macrophages in vitro, P2X4R interagit
avec ApoE et est impliqué dans sa dégradation. ApoE est fortement impliquée dans la MA et
est particulicrement connue pour moduler la dégradation et I’agrégation du peptide Ap.

L’absence de P2X4R induisant une diminution de la concentration d’AP soluble chez les
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souris APP/PS1xKO et une augmentation d’ApoE dans les macrophages et microglies
P2X4R-KO, la derniére partie de ces travaux a été consacrée a déterminer si I’absence de
P2X4R dans des souris APP/PS1 provoquait également une augmentation d’ApoE, pouvant

expliquer les changements observés tels que la réduction d’Af soluble.

APP/PS1
AmyloGlo

ApoE

P2X4R Ibal

APP/PS1xKO

AmyloGlo

P2X4R Ibal

Figure 39 : Localisation d'ApoE dans le cortex de souris APP/PS1 et APP/PS1xKO

ApoE (vert) est exprimé dans les microglies (gris) réactives situées autour des plaques
amyloides (barre d’echelle: 20 pm)
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3.1 Expression d’ApoE dans le cortex de souris APP/PS1

3.1.1 Localisation d’ApoE dans le cortex de souris APP/PS1

Dans le cerveau, ApoE est principalement exprimée et sécrétée par les astrocytes. Cependant,
de nombreuses études montrent qu’ApoE est également exprimée par les microglies et par les
neurones>>". De ce fait, la localisation d’ApoE dans les cerveaux de souris APP/PS1 a été
¢tudiée afin de déterminer si elle est exprimée dans les microglies réactives situées autour des
plaques amyloides. Des marquages d’ApoE en immunofluorescence montrent une large
expression de cette protéine. Plus spécifiquement, ApoE est exprimée au sein des microglies
réactives situées autour des plaques amyloides (Figure 39). Chez les APP/PS1, ApoE est

exprimée dans les microglies exprimant également P2X4R (Figure 39).

En outre, ApoE co-localise avec CD68 dans les microglies réactives, suggérant ainsi qu’ApoE
est localisée dans les lysosomes de ces cellules (Figure 40). La localisation lysosomale et
microgliale d’ApoE ainsi que sa co-localisation avec P2X4R concordent avec un rdle

potentiel de P2X4R dans la dégradation lysosomale d’ ApoE, comme observée in vitro.

ApoE CD68 Ibal Merged

a . . . .

Figure 40 : Localisation d'ApoE dans les lysosomes des microglies de souris APP/PS1 et
APP/PS1xKO

ApoE (vert) est exprimée dans les lysosomes (rouge) des microglies (bleu) (barre d’echelle :
10um)

APP/PS1
xKO
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3.1.2 Expression d’ApoE dans les souris APP/PS1

Par la suite, des expériences ont été conduites afin de déterminer si 1’augmentation d’ApoE
observée dans les macrophages et microglies en culture pouvait également étre présente dans
les microglies des souris APP/PS1xKO. Pour cela, des microglies ont été isolées a partir de
cortex de souris APP/PS1 et APP/PS1xKO. Elles ont ensuite été marquées avec un anticorps
Cd11b-PE et triées par FACS afin de récupérer le méme nombre de cellules pour chaque
condition. Les microglies ont ensuite été lysées et I’expression d’ApoE a été analysée par
WB. La Figure 41 montre un WB ainsi que la quantification d’ApoE dans ces cellules. Les
microglies de souris APP/PS1xKO semblent exprimer une plus grande quantité d’ApoE
comparativement aux APP/PS1 (APP/PS1: 0,13 + 0,02 vs APP/PS1xKO: 0,36 + 0,001).
Cependant, cette expérience n’a pu étre reproduite que deux fois et des analyses statistiques

ne sont pas applicables.

A B

&
& &y

3

ApoE P— “
& —

o 0.4 -
@)

ApoE level
(signal intensity)
o
e

<
o

APP/PS1 APP/PS1xKO

Figure 41 : Augmentation d'ApoE dans les microglies corticales de souris APP/PS1 et
APP/PS1xKO

(A) WB représentatif d’ApoE dans les microglies de souris APP/PS1 et APP/PS1xKO. (B)
Quantification du signal d’ApoE observé en WB dans les microglies corticales (n=2, moyenne
+ SEM)

L’ensemble de ces résultats indique que les microglies réactives situées autour des plaques
expriment ApoE et que cette dernicre est plus fortement exprimée chez les souris
APP/PS1xKO. Bien que ce dernier résultat reste a confirmer, il semble donc que
I’augmentation de 1’expression d’ApoE puisse étre observée dans les microglies n’exprimant

pas P2X4R, confortant ainsi les résultats observés in vitro.
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3.2 Mise en relation avec la pathologie humaine

Enfin, les derniers travaux de cette thése consistent a déterminer si les observations
précédentes sont présentes dans le cortex de patients atteints de la MA, permettant ainsi de
déterminer leur pertinence vis a vis de la MA. Pour cela, des échantillons de cortex de patients
atteints de la MA et de témoins ont été obtenus a la banque d’échantillon IHU-A-ICM-Neuro-
CEB de I’Hopital de la Pitié-Salpétriere a Paris.

3.2.1 Etude de P2X4R et ApoE dans le cortex de patient

L’expression de P2X4R dans le cortex de patients a été observée en immunofluorescence.
P2X4R est faiblement exprimé chez les témoins et fortement exprimé dans les microglies
autour des plaques dans le cortex de patients atteints de la MA (Figure 42A), reflétant
I’observation faite chez les souris APP/PS1. De méme, 1’expression d’ ApoE est faible dans le
cortex de témoins tandis qu’ApoE est fortement exprimée chez les patients. Ces derniers
montrent une vaste expression d’ApoE mais son expression est observée dans les microglies
(Figure 42B). Les patients atteints de la MA expriment donc P2X4R et ApoE dans les
microglies activées se situant autour des plaques amyloides, confortant les observations

réalisées chez les souris APP/PS1.

3.2.2 Etude des différentes isoformes d’ ApoE

Enfin, les derniéres expériences ont consisté a étudier I’effet de P2X4R sur les différentes
isoformes d’ApoE. En effet, il existe trois différentes isoformes d’ApoE (g2, €3 et €4) chez
I’humain tandis qu’il n’existe qu’une seule forme chez la souris. Il est alors pertinent de se
demander si I’absence de P2X4R affecte le métabolisme des trois isoformes humaines
d’ApoE. Des cellules COS-7 ont été transfectées avec la forme humaine de P2X4R et
différentes isoformes humains d’ApoE. L’expression protéique d’ApoE dans le surnageant de
ces cellules en culture a ensuite été analysée en WB. La co-expression de P2X4R et d’ApoE-
€3 induit une diminution de I’expression d’ApoE comparativement aux cellules exprimant
seulement ApoE-¢3. En revanche, aucune différence significative n’est notée entre les cellules
co-transfectées avec P2X4R et ApoE-¢g2 et les cellules transfectées seulement avec ApoE-€2.
Il en est de méme pour les cellules transfectées avec ApoE-e4 (Figure 43). L’isoforme €3 est

donc la seule a étre sensible a P2X4.
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Figure 42 : Localisation de P2X4R et d'ApoE dans le cortex de patients atteints de la
maladie d'Alzheimer

(A) Marquage des plaques (AmyloGlo, bleu), de P2X4R (vert) et des microglies (Ibal, rouge).
(B) Marquage des plaques (amyloGlo, bleu), d’ApoE (vert) et des microglies (Ibal, rouge)
(Barre d’échelle: 20um)

Dans I’ensemble, ces travaux soulignent une implication de P2X4R dans la dégradation
d’ApoE ainsi qu’un réle dans la maladie d’Alzheimer. En effet, dans les macrophages,
I’absence de P2X4R conduit a une altération de 1’activité de la cathepsine B, conduisant ainsi
a une diminution de la dégradation d’ ApoE et donc une augmentation de son expression dans
ces cellules. D’autre part, ’absence de P2X4R dans des souris APP/PS1, modéle de la MA,
entraine une diminution de la concentration d’Af soluble dans le cortex de ces souris ainsi
qu’une amélioration des capacités mnésiques. Enfin, ces souris montrent une expression plus
¢levée d’ApoE dans les microglies du cortex. De manicre intéressante, certains de ces

résultats sont observés dans le cortex de patients atteints de la MA. En effet, P2X4R et ApoE
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sont exprimés dans les microglies des patients et la co-expression de P2X4R et d’ApoE-€3

entraine une diminution de I’expression de cette dernicre.
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Figure 43 : Diminution d'ApoE dans les cellules COS-7 transfectées avec P2X4R et
I'isoforme ApoE- €3
(A) WB représentatif d’ApoE dans les cellules COS-7 transfectées avec P2X4R et ApoE-g2,
ApoE-€3 ou ApoE-g4. (B) Quantification du signal d’ApoE observé en WB (n=5, 5 et 4

cultures indépendantes pour ApoE-g£2, ApoE-e£3 et ApoE-g4 respectivement, , moyenne

+
SEM, * p<0,05 one-sample t-test comparé a 1)
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DISCUSSION : Roéle de P2X4R dans la dégradation d’ApoE

1 Role de P2X4R dans la dégradation d’ApoE

Des expériences préalablement conduites au sein du laboratoire ont montré une interaction
physique entre P2X4R et ApoE ainsi qu’une augmentation d’ApoE dans les macrophages et
microglies provenant de souris P2X4R-KO. Les travaux de cette thése ont cherché a
caractériser les mécanismes sous-jacents et ont permis d’établir une implication de P2X4R

dans I’activité de la cathepsine B, intervenant dans la dégradation d’ ApoE.

1.1 Spécificite de ’'implication de P2X4R dans 1’augmentation d’ApoE

Les cellules my¢loides P2X4R-KO présentant une augmentation d’ApoE comparativement
aux WT, I’'un des premiers prérequis était de vérifier si cet effet était spécifique des sous-
unités P2X4R. En systeme recombinant, les cellules exprimant P2X2R montrent un niveau
d’expression d’ ApoE identique a celui des WT, confirmant la spécificité¢ de 1’effet de P2X4R
sur ApoE. Il aurait également ét¢ intéressant de vérifier cet effet dans des macrophages
primaires mais la transfection et transduction de ces cellules n’ont pas fonctionné. En outre, il
est aussi pertinent de mentionner la spécificité vis a vis de P2X7R. En effet, P2X4R et P2X7R
sont exprimés dans les macrophages, dans lesquels ils peuvent interagir, et P2X7R stabilise
I’expression de P2X4R & la membrane”. Des expériences ont donc été conduites afin
d’étudier I’expression d’ApoE dans les macrophages issus de souris P2X7R-KO. De maniécre
intéressante, ApoE est également augmentée dans les cellules P2X7R-KO. Cependant, ce
résultat est a interpréter avec précaution. En effet, les génes p2rx4 et p2rx7 étant adjacents,
I’insertion de la cassette neomycin dans le géne p2rx4 de ce modele P2X4R-KO peut induire
une altération de p2rx7. En outre, dans ce modele, bien que P2X7R soit fonctionnel*®, son

expression est réduite dans les macrophages P2X4R-KO.

1.2 Implication de la cathepsine B dans la dégradation d’ApoE

Bien que les hépatocytes et les cellules de Kupffer, soient les principales cellules exprimant et

sécrétant ApoE™?

, cette derniere est également exprimée en grande quantit¢ dans le
cerveau’™* et dans les macrophages*’. De maniére intéressante, une étude de Dory et al.
montre que, dans des cultures de macrophages péritonéaux, seulement 44% des protéines
ApoE synthéthisées sont sécrétées. Lorsqu’elle n’est pas sécrétée, ApoE s’accumule dans les
cellules et est dégradée™’. Plusieurs voies de dégradation d’ApoE ont été mises en évidence.

Dans les macrophages, ApoE est observée dans les lysosomes et 1’inhibition de différentes
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protéases lysosomales, incluant des protéases a cystéine (cathepsines A, B, D et L), méne a

449

une diminution de 60% de la dégradation d’ApoE™". Une voie non lysosomale, mais

protéasomale, impliquant des protéases a cystéine et des hydrolases, a également été observée

454
dans ces cellules

. D’autres voies de dégradation ont ét¢ mises en évidence. Par exemple,
dans des cultures primaires de neurones et de cellules gliales, il a ét¢é montré qu’ApoE peut
étre dégradée dans le milieu extracellulaire par des protéases a serine sécrétées par les

448
neurones .

Les résultats de cette thése confirment I’implication de la cathepsine B dans la dégradation
d’ApoE. Plus particuliérement, ils montrent I’implication de P2X4R dans la modulation de
son activit¢ puisque son altération dans les macrophages P2X4R-KO conduit a une
augmentation de 1’expression d’ApoE dans ces cellules. Cette observation résulte de
différentes expériences utilisant divers outils tels que des inhibiteurs pharmacologiques et des

substrats fluorescents.

1.2.1 Implication des protéases a cystéine

Afin d’identifier la protéase responsable de la dégradation d’ApoE, ces travaux se sont
appuyés sur ’utilisation de divers inhibiteurs dont celui de la cathepsine B, le Z-Phe-Ala-
FKM. Bien qu’inhibant la cathepsine B, il est également capable d’inhiber la cathepsine L et
S. L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de ces derni¢res ne provoque pas de différence
significative, suggérant une implication spécifique de la cathepsine B. Il est cependant
important de remarquer que I’inhibition de la cathepsine L entraine également une faible
augmentation d’ApoE dans les cellules WT, qui n’est pas observée chez les P2X4R-KO. Au
contraire, I’inhibiteur de cathepsine L semble provoquer une diminution d’ApoE dans le
surnageant des cellules KO, provoquant ainsi une amélioration de la dégradation ou une
inhibition de sa sécrétion. Il semble donc que I’inhibition de la cathepsine L provoque des
effets opposés dans les cellules WT et P2X4R-KO. De maniére intéressante, 1’étude de Deng
et al. montre que I’inhibition pharmacologique de la dégradation lysosomale d’ApoE, dans
des macrophage péritonéaux, a un effet biphasique sur sa sécrétion : une faible inhibition
stimule la sécrétion d’ApoE tandis qu’une forte inhibition réduit sa sécrétion de 50-90%™**,
Une hypothése possible serait que, de maniére analogue, I’inhibition de la dégradation
d’ApoE par P’inhibiteur de la cathepsine L provoque un effet biphasique sur sa sécrétion,

expliquant ainsi nos résultats.
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L’implication de la cathepsine B a ensuite été confirmée a 1’aide de substrats fluorescents.
L’utilisation du substrat Z-RR-AMC, a permis d’évaluer I’activité de la cathepsine B et de
montrer son altération dans les cellules P2X4R-KO. Cette altération a été confirmée avec la
quantification de la dégradation du substrat cathepsine B-Magic Red en microscopie.
L’expression protéique de la cathepsine B étant identique chez les WT et P2X4R-KO, I’effet
de P2X4R sur ApoE est di a une altération de 1’activité de la cathepsine B plutdt qu’une

diminution de son expression.

Ainsi, ces données démontrent un role de la cathepsine B dans la dégradation lysosomale
d’ApoE. Afin d’appuyer ce résultat, ’expression d’ApoE a été étudiée dans les macrophages
de souris Cathepsine B-KO. Dans le surnageant de ces cellules, 1’absence de cette protéase
conduit a une augmentation d’ApoE, confirmant ainsi un rdle de la cathepsine B dans la

dégradation d’ ApoE.

1.2.2 TImplication d’autres enzymes ?

L’ensemble de ces résultats a donc permis de mettre en évidence une altération de I’activité
de la cathepsine B dans les cellules P2X4R-KO. Cependant, il est important de considérer
I’implication probable d’autres protéines dans la dégradation d’ApoE. En effet, la premicre
approche permettant d’étudier la dégradation d’ApoE a été d’utiliser un inhibiteur de
protéases a cystéine, I’E64. Cependant, comme mentionné¢ précédemment, différentes
protéases ont ét¢ identifiées dans les voies de dégradation d’ApoE, telles que les protéases a
sérine, qui n’ont pas été étudiées ici. Bien qu’il soit important de considérer la possible
implication d’autres protéases, il est intéressant de remarquer que I’utilisation de 1’inhibiteur
de cathepsine B chez les souris WT permet de retrouver un niveau d’ApoE similaire aux
P2X4R-KO, suggérant ainsi que I’altération chez les P2X4R-KO est majoritairement due a la

cathepsine B.

Dans I’ensemble, ces données démontrent un role de la cathepsine B dans la dégradation
lysosomale d’ApoE. De plus, Iactivité de cette protéase est altérée dans les macrophages
provenant de souris P2X4R-KO, conduisant & une augmentation de la concentration d’ApoE
dans ces cellules. Il semblerait donc que P2X4R module I’activit¢ de la cathepsine B,

impliquée dans la dégradation d’ApoE.

128



DISCUSSION : Role de P2X4R dans la dégradation d’ ApoE

1.3 Implication de P2X4R dans la dégradation d’ApoE

L’absence de P2X4R conduit a un défaut d’activit¢ de la cathepsine B, entrainant une
augmentation d’ApoE. Cependant, les mécanismes par lesquels P2X4R module ’activité de
la cathepsine B ne sont pas connus. Afin de les étudier, il a fallu, dans un premier temps,
déterminer si I’effet de P2X4R sur ApoE était dépendant de 1’activité du récepteur. A ces fins,
des expériences utilisant des antagonistes de P2X4R ont été tentées. Le 5-BDBD, fort
antagoniste de P2X4R a été incubé avec le substrat fluorescent de la cathepsine B, le Z-RR-
AMC. Cependant, les effets obtenus sur des cultures de BMDM issues de souris P2X4R-KO
ont démontré un effet non spécifique de cet antagoniste. Aucun antagoniste spécifique de
P2X4R n’étant a ce jour disponible, il n’a donc pas été possible d’étudier 1’activité de P2X4R
dans les macrophages. Des expériences ont donc été conduites en systéme hétérologue, dans
lequel des cellules COS-7 ont été transfectées avec un mutant d’activité¢ de P2X4R, P2X4R-
K69A. Celles-ci ont permis de conclure que la modulation d’ApoE est indépendante de
I’activité du récepteur. Certains récepteurs sont connus pour avoir des roles indépendamment
de la liaison de leurs agonistes. A titre d’exemple, le récepteur ErbB3 module 1’adressage de
I’intégrine Bl de maniére indépendante de la liaison de son agoniste™®. A ce jour, aucune
¢tude ne montre de roles de P2X4R ne nécessitant pas son activation. En outre, les
expériences ont été conduites avec un mutant P2X4R-K69A, muté sur le site de liaison de
I’ATP, suggérant que I’effet de P2X4R sur ApoE ne dépend pas de la liaison de ’ATP sur
P2X4R. Bien qu’il n’existe pas d’étude montrant une activit¢ de P2X4R indépendante de la
liaison de I’ATP, il ne faut pas exclure la possibilit¢ que P2X4R puisse étre activé de maniere
indépendante de I’ATP. En effet, une étude récente suggere que P2X7R peut étre activé de
maniére indépendante de son ligand*>. De ce fait, un mutant du pore de P2X4R aurait été

nécessaire afin de confirmer que cet effet soit effectivement indépendant de son activité.

Les expériences de co-immunoprécipiation, préalablement menées dans le laboratoire, ont mis
en évidence une interaction physique entre les protéines P2X4R et ApoE. Bien que cette
interaction n’ait pas ét¢ développée au cours de cette these, il serait intéressant de savoir si
elle est capable de moduler la dégradation d’ApoE. En effet, les P2XR interagissent avec
d’autres protéines et ces interactions peuvent moduler les fonctions de ces derniéres. A titre
d’exemple, Jo et al. ont montré une interaction physique entre P2X4R et le récepteur GABAA,
essentielle a 1’inhibition croisée observée lors de 1’activation de ces deux récepteurs'™. Il a
¢galement été montré que ’interaction de récepteurs P2X avec d’autres protéines modifie

I’adressage de ces dernieres. En effet, Boué-Grabot et al. montrent que la co-expression de
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P2X2R et GABA promeut le recrutement des récepteurs GABA a la membrane'®' tandis que
Pougnet et al. observent une internalisation des récepteurs AMPAR dépendante de P2X2R
dans des cultures de neurones hippocampiques'>. Ainsi, il est possible que I’interaction entre
P2X4R et ApoE facilite la dégradation d’ApoE par la cathepsine B, en supposant, par
exemple, que I’interaction de P2X4R avec ApoE favorise I’adressage de cette derni¢re dans
les lysosomes. Des études approfondies de cette interaction, par exemple en identifiant les
sites d’interactions entre les protéines, seront donc nécessaires afin de définir si elle tient un

role dans la dégradation d’ ApoE.

Enfin, un dernier point qui n’a pas été abordé ici est ’effet de I’activation des macrophages
sur I’augmentation d’ApoE. En effet, les macrophages sont des cellules immunitaires qui
peuvent s’activer suite a l’introduction d’agents pathogeénes et adopter des phénotypes
particuliers. Des études montrent que le LPS provoque une baisse de la sécrétion d’ApoE
ainsi qu’une diminution de la quantit¢ de ARNm d’ApoE dans des cultures de

456

macrophages™". En outre, différentes cytokines pro-inflammatoires provoquent également

une diminution d’ApoE et Dinterferon-Y induit une augmentation de la dégradation

intracellulaire d’ApoE**

. Dans ce contexte, il semble intéressant de se demander si stimuler
des BMDM avec du LPS provoque également une diminution de 1’expression d’ApoE et si
celle-ci est observée dans les BMDM provenant de souris P2X4R-KO. En effet, P2X4R étant
impliqué dans divers processus inflammatoires, I’absence de P2X4R pourrait empécher la
diminution d’ApoE provoquée par les cytokines inflammatoires dans les macrophages

activés.

Dans I’ensemble, ces résultats montrent une interaction physique entre P2X4R et ApoE, dans
les macrophages issus de la moelle osseuse et dans les cellules COS-7. Ces travaux soulignent
¢galement un role spécifique de P2X4R dans la dégradation d’ApoE, indépendante de son

activité, ainsi qu’une modulation de I’activité enzymatique de la cathepsine B par P2X4R.

2 Modulation d’ApoE chez les souris APP/PS1

Dans le SNC, ApoE est sécrétée par les astrocytes et les microglies et est particulierement
connue comme facteur de risque majeur dans le développement de la maladie d’Alzheimer.
De nombreuses études démontrent 1’implication d’ApoE dans la MA, et notamment dans
I’oligomérisation et la dégradation du peptide AP. Dans ce contexte, il a donc été pertinent

d’étudier I’'implication de P2X4R dans la MA et particulicrement son role dans 1’expression
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d’ApoE dans la pathologie. L utilisation de souris APP/PS1 a permis de mettre en évidence
une amélioration mnésique, une diminution de la concentration de peptide AP ainsi qu’une

augmentation de 1I’expression d’ ApoE microgliale chez les souris n’exprimant pas P2X4R.

2.1 Expression d’ApoE dans les souris APP/PS1xKO

ApoE représente le plus grand facteur de risque connu pour la MA. Diverses études montrent

une interaction entre ApoE et le peptide AB3 32,333

et ApoE est observée au niveau des plaques
amyloides***’. En concordance avec cela, les immunomarquages dans les cerveaux de
souris APP/PS1 montrent également une localisation d’ApoE au sein des plaques amyloides

et dans les microglies associées aux plaques, comme il a pu étre montré précédemment™”.

Les cellules myéloides P2X4KO en culture montrant une augmentation d’ApoE, la dernicre
partie de cette thése a cherché a déterminer si ce phénotype était retrouvé in vivo. Les
microglies triées et isolées du cortex de souris APP/PS1xKO présentent une quantité d’ApoE
supérieure aux souris APP/PS1. Cependant, I’isolation des microglies par FACS ne
permettant de récupérer que peu de cellules (environ 400 000 microglies corticales par
souris), il a été nécessaire de rassembler les microglies de deux animaux afin de pouvoir
détecter un signal en WB. De ce fait, chaque puits représente les microglies de deux animaux
du méme génotype, pouvant ainsi induire un biais dans la variabilité interindividuelle. De
plus, par manque d’animaux disponibles, ces expériences n’ont été réalisées que deux fois, ne
permettant donc pas de valider statistiquement ces résultats. Ces résultats préliminaires
laissent cependant supposer que 1’expression d’ApoE est supérieure dans les microglies
corticales des souris APP/PS1xKO comparativement aux souris APP/PS1, confirmant ainsi
les résultats observés in vitro.

Au cours de la maladie d’Alzheimer, les monocytes circulants peuvent infiltrer le cerveau et

sont capables d’¢éliminer le peptide Ap*®

. Les cellules ayant été triées a I’aide d’un marquage
Cd11b, un marqueur de cellules my¢loides, il n’est pas possible de distinguer les microglies
des monocytes infiltrants. Ces derniers ne sont donc pas a exclure et peuvent contribuer a
I’augmentation d’ApoE observée dans ces expériences. Cependant, Martin et a/. montrent que
les monocytes ne sont présents qu’a des stages trés tardifs, au-delda de 15 mois, dans le

459
1

cerveau de souris APP/PS1™". Les expériences ayant été¢ conduites a 12 mois, il parait

raisonnable d’estimer que la majorité des cellules isolées soient des microglies.

131



DISCUSSION : Modulation d’ ApoE chez les souris APP/PS1

2.2 Implication de P2X4R dans la maladie d’ Alzheimer

Afin d’étudier la MA en I’absence de P2X4R, des souris APP/PS1xP2X4R-KO ont été
générées. Ces animaux présentent une amélioration de la capacité mnésique dans des tests de
mémoire spatiale. L’observation d’un tel phénotype a conduit a étudier la charge amyloide,
caractéristique majeure de la MA. Des quantifications de plaques amyloides compactes,
marquées par la Thioflavine n’ont révélé aucune différence dans le nombre et la taille des
plaques amyloides. De maniére intéressante, la quantification du peptide AP soluble par WB
et par ELISA montre une diminution de sa concentration dans le cortex de souris
APP/PS1xKO. Ainsi P2X4R semble impliquer dans la MA et les souris déficientes pour ce
récepteur présentent une amélioration des capacités mnésiques et une concentration plus

faible de peptides A solubles.

Les marquages immunofluorescents de P2X4R montrent une localisation lysosomale dans les
microglies réactives se situant autour des plaques amyloides. La quantification du marquage
Ibal a cependant révélé que 1’absence de P2X4R n’induit pas de changement dans la
couverture microgliale autour des plaques. Par ailleurs, la phagocytose du peptide A
fluorescent dans des cultures de microglies a été quantifiée lors d’expériences préalablement
conduites dans le laboratoire. Cette quantification n’a montré aucune différence entre les
cellules WT et P2X4R-KO. Ainsi, bien que P2X4R soit surexprimé dans les microglies
réactives, il ne semble pas moduler la couverture microgliale autour des plaques amyloides ni

leur capacité de phagocytose.

De maniére intéressante, P2X7R, le seul autre P2XR exprimé dans la microglie, est également
impliqué dans la MA. En effet, ’expression de P2X7R est augmentée chez les patients

136,436 _: . A - 460,461 . I
A7>"7 ainsi que dans des modeles murins™ "', Son expression est observée

atteints de la M
dans les microglies autour des plaques amyloides & des stades avancés de la pathologie*®.
Elle augmente avec le développement de la pathologie et en paralléle avec I’accumulation de
fibrilles AP ainsi qu’avec la perte du marqueur synaptique PSD95*'. Les souris P2X7R-KO
présentent de meilleures capacités cognitives et une diminution des déficits synaptiques™®.
L’administration de BBG, un antagoniste de P2X7R, diminue les déficits cognitifs dans des
modéles murins de la MA*®. De nombreuses études montrent I’implication de P2X7R dans
I’activation de I’inflammasome NLRP3 (cf. introduction §2.2.2a). In vitro, 1’inhibition de
P2X7R conduit a une diminution de la libération d’Il-1B aprés stimulation par ’AP et

I’ATP* et les microglies P2X7R-KO présentent une sécrétion d’Il-1p moins élevée

comparativement aux cellules WT aprés stimulation & ’AB*”. Ces travaux suggérent que
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I’implication de P2X7R dans la MA est due a son role dans I’inflammation. Il a également été
montré que P2X7R module la production du peptide AB. En effet, ’activation de P2X7R

promeut le clivage d’APP par la voie non-amyloidogénique™®

. P2X7R promeut la libération
de sAPPa et simultanément la diminution de sAPPP. Le clivage de I’APP par la voie non-
amyloidogénique est mené par une metalloprotease et implique la phosphorylation de Erk1/2
et INK**. A I’opposé, les travaux de Leon-Otegui et al. montrent que ’activation de P2X7R

induit une diminution d’0-CTF, suggérant ainsi une inhibition de 1’a-secretase par P2X7R*®.

2.3 Modulation d’ApoE, amé¢lioration du phénotype ?

Les travaux de cette thése montrent une implication de P2X4R dans la dégradation d’ApoE
ainsi que dans la MA. Ainsi, I’hypothése ressortant de ces résultats est que, dans les souris
APP/PS1xKO, I’augmentation d’ApoE, via la diminution de I’activité¢ de la cathepsine B,
induit une amélioration des capacités mnésiques et une diminution de la charge amyloide. Des
¢tudes supplémentaires sont nécessaires, cependant, différentes données de la littérature

soutiennent I’implication de ces deux protéines d’ ApoE et de la cathepsine B dans la MA.

2.3.1 Modulation d’ApoE

Premierement, ApoE joue un réle dans le dépot du peptide AP (cf. introduction §3.4.2), bien
que des études utilisant des modéles amyloides ApoE-KO montrent des résultats
contradictoires avec les observations présentes. En effet, dans ces études, 1’absence d’ApoE

induit une diminution d’Ap et des plaques amyloides****®’

, tandis que les résultats présentés
dans cette thése montrent une diminution d’AP lors de I’augmentation d’ApoE. En outre,
ApoE est impliquée dans I’agrégation du peptide AP, bien que les études a ces sujets
présentent des conclusions contradictoires. Déterminer si ApoE facilite ou inhibe 1’agrégation
du peptide reste donc contreversée®>’. In vivo, Holtzman et al. montrent qu’ApoE facilite la

formation de fibrilles*®®

et Ulrich et al/. montrent que les souris déficientes pour ApoE
présentent des plaques plus diffuses et moins compactes*®”. Dans ce contexte, il aurait été
intéressant de se demander si les plaques amyloides chez les APP/PS1xKO présentent la
méme morphologie et le méme niveau de compaction que les celles des souris APP/PSI,

permettant ainsi de faire un lien entre I’augmentation d’ ApoE et les dépots amyloides.

Deuxiemement, I’expression d’ApoE est modulée par la libération de cytokines et certaines

cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNFa et I’Il-1B, induisent une diminution de

456

I’expression d’ApoE™”. P2X4R est impliqué dans les processus inflammatoires, en particulier
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T : . . 285,286
dans la libération de cytokines pro-inflammatoires™

, et les souris P2X4R-KO présentent
une libération d’II-1B moins élevée que les souris WT (cf. introduction §2.2.2b). De ce fait,
une hypothése serait que, dans le contexte de la MA, les souris WT libérent des cytokines pro-
inflammatoires provoquant une diminution de 1’expression d’ApoE. Au contraire, les souris
APP/PS1xKO libérent moins de cytokines inflammatoires et présentent une atténuation de la
diminution d’ApoE, résultant en une quantité¢ d’ ApoE supérieure aux souris WT.

Dernieérement, différentes études montrent qu’ApoE et ses produits de dégradation sont

470,471

neurotoxiques . En effet, le fragment N-terminal de 22kDa issu de la protéolyse d’ApoE

. . 470 . el , .
provoque une mort neuronale in vitro®”°, et 1’inhibition de cette protéolyse entraine une

.. . 471
diminution de la mort neuronale*’

. Ces études suggérent donc que I’inhibition de la
dégradation d’ApoE, et donc de la génération de fragments, aurait un effet bénéfique, en
prévenant la mort neuronale. Ainsi, une altération de la dégradation d’ ApoE, comme observée

dans les cellules P2X4R-KO, soutiendrait une amélioration de la pathologie.

Au vu des différentes implications d’ ApoE dans la pathologie, il semble qu’une diminution de
sa dégradation, comme il est observé dans les cellules n’exprimant pas P2X4R, puisse étre

bénéfique dans la MA.

2.3.2 Modulation de la cathepsine B

365,366
A

Plusieurs études impliquent également la cathepsine B dans la M . Elle est impliquée

311

dans la dégradation lysosomale du peptide AP~ et a été identifiée comme P-sécrétase,

contribuant ainsi a la génération de peptide APs,’®’. Une étude de Hook et al. montre que
I’inhibition de la cathepsine B diminue la charge amyloide et améliore les déficits cognitifs®®’,
Ceci va dans le sens de I’hypotheése émise précédemment, puisque les souris P2X4R, ayant
une altération de la cathepsine B, présentent une amélioration des capacités mnésiques et une
diminution du peptide soluble. Cet effet semble cependant passer par la fonction B-sécrétase
de la cathepsine B et donc par sa capacité & générer le peptide AB>®’, plutdt que par sa

capacité a dégrader ApoE.

Enfin, la cathepsine B est impliquée dans I’inflammation. En effet, sa libération module
I’activation de I’inflammasome NLRP3, et par conséquent la libération d’Il-1B, par les

microglies traitées avec du peptide Ap>'

. De plus, inhiber la cathepsine B réduit la libération
d’Il-1B. De ces données, une hypothése a émettre serait que, en plus de moduler la
dégradation directe d’ApoE, la cathepsine B promeut la libération de cytokines pro-

inflammatoires, provoquant ainsi une diminution de 1’expression d’ApoE. Dans les cellules
b
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n’exprimant pas P2X4R, la cathepsine B étant altérée, une augmentation d’ ApoE est observée
par le biais de ces deux mécanismes. De manicre intéressante, des expériences préliminaires
de WB montrent que des BMDM issus de souris P2X4R-KO présentent un signal NLRP3
moins ¢élevé que ceux issus de souris WT. Lorsque les macrophages sont stimulés avec du
LPS et de la Nigéricine, afin d’activer I’'inflammasome NLRP3, les BMDM P2X4R-KO
montrent une augmentation du signal de la pro-caspase-1 comparativement aux cellules WT.
Bien que préliminaires, ces résultats semblent concorder avec [I’hypothése émise
précédemment : les cellules P2X4R-KO, ayant une cathepsine B altérée, présentent plus de
pro-caspase 1 et moins de NLRP3, et donc supposément moins de cytokines Il-1p, entrainant

ainsi une augmentation d’ApoE comparativement aux cellules WT.

La cathepsine B module donc différents aspects de la maladie d’Alzheimer et modifier son
activité, par le biais de P2X4R, pourrait mener a I’amélioration de la pathologie. Dans ce
contexte, des quantifications de fluorescence dans des lysats de cortex de souris APP/PS1 et
APP/PS1xKO incubés avec du substrat fluorescent Z-RR-AMC ont été effectuées afin
d’étudier I’activité de la cathepsine B chez ces souris. Ces quantifications ne montrent pas de
différence de fluorescence entre les deux génotypes. Cependant, ces expériences ont été
conduites sur des extraits de cortex entiers et il serait plus pertinent de les réaliser sur les

microglies corticales isolées.

Dans I’ensemble, ces résultats montrent une implication de P2X4R dans la modulation de
I’activité de la cathepsine B, et par conséquence dans la dégradation d’ApoE. De maniere
intéressante, les souris déficientes pour P2X4R présentent une augmentation d’ApoE
microgliale, une amélioration de la mémoire spatiale ainsi qu’une diminution de la
concentration du peptide AP soluble, soulignant une implication de P2X4R dans la MA. Les
données de la littérature montrant des réles importants d’ApoE et de la cathepsine B dans la
MA, il est possible que P2X4R soit impliqué dans la MA via son role sur la cathepsine B et
sur ApoE.

135



DISCUSSION : Etudes de la maladie d’Alzheimer chez les APP/PS1xKO : limites et
considérations

3 Etudes de la maladie d’Alzheimer chez les APP/PS1xKO :

limites et considérations

3.1 De nouveaux phénotypes chez les souris P2X4R-KO

Les travaux visant a étudié le MA dans les souris déficientes pour P2X4R ont révélé des
phénotypes chez les souris P2X4R-KO, qui n’ont pas été décrits auparavant. En effet, dans le
test de la piscine de Morris, les souris P2X4R-KO présentent une courbe d’apprentissage
similaire aux souris APP/PS1 et APP/PS1-KO plutét qu’aux WT, bien que cela ne soit pas
statistiquement différent. De méme, dans le test de rétention, il semblerait que les souris
P2X4R-KO aient des performances moins bonnes que les souris WT. Il semblerait donc que
les souris P2X4R-KO ont tendance a étre moins performantes que les WT, suggérant un léger
déficit cognitif. De plus, la caractérisation des épines dendritiques et des marqueurs
synaptiques suggere ¢galement des altérations chez ces souris. En effet, la quantification des
¢pines dendritiques suggerent un léger déficit tandis que la quantification de NRIA et de
PSDO95 montrent une diminution de ces marqueurs dans les synaptosomes de souris P2X4R-
KO. De maniére intéressante, Sim et al. ont montré I’expression de P2X4R dans le CA1 ainsi
qu’une réduction de la LTP chez les souris P2X4R-KO'®. Les résultats présentés ici
concordent avec ces observations, mais sont en opposition avec 1’étude de Lalo et al., qui
suggere que P2X4R inhibe la LTP et que celle-ci est induite plus facilement chez les souris

P2X4R-KO'%,

Une autre observation qui mérite d’étre abordée est le temps de latence des souris P2X4R-KO
dans le test du Hamlet. En condition non assoiffée, celui-ci est plus faible que celui des autres
génotypes. P2X4R ¢étant exprimé dans les cellules rénales dans lesquelles il est impliqué dans
le transport de sodium®’, son absence dans ces cellules pourrait expliquer cette observation.
Dans le test du Hamlet, la capacité mnésique est mesurée en comparant le temps de latence
entre les conditions assoiffée et non assoiffée au sein de chaque génotype. De ce faite, les
différences de latence entre les génotypes en conditions basale, non assoiffée, n’induisent pas

de biais dans la mesure.

3.2 Implication de P2X4R microglial ou neuronal ?

Chez les souris P2X4R-KO, une cassette -galactosidase (LacZ)-neomycin a été insérée a la
place du premier exon codant du géne P2X4R. De ce fait, le promoteur de P2X4R promeut

I’expression de la B-galactosidase et ces souris n’expriment pas P2X4R. Cependant, dans le

136



DISCUSSION : Etudes de la maladie d’Alzheimer chez les APP/PS1xKO : limites et
considérations

SNC, P2X4R est exprimé dans les neurones et dans les microglies. L utilisation de ces souris
permet donc d’étudier les conséquences de I’absence de P2X4R mais ne permet pas de
discriminer I’implication des récepteurs neuronaux de celle des récepteurs microgliaux. Dans
cette étude, P2X4R est surexprimé dans les microglies réactives, conduisant a supposer une
forte implication des récepteurs microgliaux. Cependant, I’implication des P2X4R neuronaux
ne peut étre exclue et I'utilisation de modeles KO spécifiques des P2X4R microgliaux serait
plus pertinente. Dans cette optique, des souris exprimant la CRE recombinase sous le
promoteur du geéne salll, exclusivement exprimé dans les microglies, ont été générées et
croisées avec des animaux p2rx4 flox. Ces croisements permettront d’obtenir des souris
privées de P2X4R microgliaux et permettront ainsi de déterminer la part neuronale et

microgliale de P2X4R dans nos observations.
3.3 Limites du mode¢le d’études de la pathologie

3.3.1 Les limites du modeles APP/PS1

Afin d’étudier la progression de la maladie d’Alzheimer des souris modéles APP/PS1 ont été
utilisées. Ces souris, décrites par Jankowsky et al. sont des modeles amyloides portant la
mutation APPgy., encodant la mutation 695K670N-M671L, ainsi qu’une délétion de I’exon
E9 dans le géne presenilin 1 (PSIdE9)*”. Dans ce modéle, des plaques amyloides sont
observées dés 3 mois et leur nombre et taille augmentent jusqu’a 1’age de 12 mois. L’A

348 y . , .
. Des déficits de mémoire

473

soluble est détecté a 4 mois et augmente également avec 1’age
sont observés en piscine de Morris dés 6 mois et s’aggravent a 8 et 12 mois™ . Les souris
montrent également des déficits dans des expériences de conditionnement de peur a 8 mois™".
Elles ne montrent cependant pas de perte neuronale bien que des dystrophies neuritiques®*’
ainsi qu’une perte d’activité neuronale localement autour des plaques*” sont observées. A 8
mois, ces souris montrent des déficits dans les comportements de « burrowing » et de « nest
building », comportements supposément équivalent a des taches quotidiennes chez I’étre
humain et qui sont altérées dans la MA®'. Ces souris récapitulent donc de nombreuses
caractéristiques de la MA, mais quelques limites sont cependant a noter. Premic¢rement, les
déficits cognitifs se développent plus précocement que dans la MA, a des ages proches de
I’apparition des plaques amyloides, tandis que chez I’humain, ces déficits apparaissent des

années apres |’apparition des plaques. Deuxiémement, ces souris ne présentent pas de

neurodégénération ni d’atrophie cérébrale, caractéristiques de la MA. Enfin, ces souris ne
M
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développent pas de dégénérescences neurofribillaires, mettant de coté la deuxiéme

caractéristique majeure de la pathologie*’’.

3.3.2 Les limites du test de la piscine de Morris

Au cours de cette theése, des souris de 12 mois ont été utilisées, age auquel la pathologie est
déja bien établie. Dans un premier temps, le test de la piscine de Morris a été utilisé afin
d’étudier les déficits mnésiques. Ce test met en jeu la mémoire spatiale et a largement été
utilisé dans différentes études de la pathologie. Il a permis de mettre en évidence un déficit de
rétention de mémoire chez les souris APP/PS1 sans altération de 1’apprentissage. Cependant,
I’eau étant aversive pour les souris, ce test présente des facteurs stressants les animaux®’’. De
plus, les animaux APP/PS1 présentent une activité locomotrice plus élevée comparativement
aux souris WT, pouvant ainsi induire un biais dans I’interprétation des résultats. Bien que la
locomotion des souris APP/PS1 ait été évaluée dans différentes études, des résultats
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contradictoires sont observés et il serait plus pertinent d’évaluer la capacité de nage des

souris dans ce contexte.

Enfin, il a ét¢ montré que les souris APP/PS1 montrent un thigmotactisme plus élevé
comparativement aux souris WT, reflétant probablement une anxiété plus forte chez ces
souris. Ceci peut induire un biais dans I’interprétation des résultats puisque les souris ayant un
thigmotactisme ¢élevé peuvent mettre plus de temps a rejoindre la plateforme ou le cadran

. N ’ . r ... 351
cible, sans que cela ne refléte un déficit de mémoire

. De ce fait, il aurait fallu étudier plus
précisément les parcours des souris APP/PS1 et APP/PS1xKO pendant le test de la piscine de

Morris ou bien mener des tests comportementaux d’anxiété.

3.3.3 Les limites de la caractérisation synaptique

Afin d’étudier les synapses, un marquage Golgi a été effectué et a permis de quantifier les
épines dendritiques. Cette expérience n’a révélé aucune différence dans le nombre d’épines
dendritiques entre les différents génotypes. Cependant, ces résultats sont a interpréter avec
précaution. En effet, bien que le marquage Golgi permette d’observer les neurones, tous les
neurones ne sont pas marqués. De ce fait, il est impossible de savoir si les cellules marquées
représentent seulement des neurones autour des plaques amyloides ou, au contraire, des
neurones du parenchyme ¢loignés des plaques, ou bien si les deux populations sont

représentées. Ainsi, ce marquage peut induire des biais dans les neurones quantifiés.
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4 Mise en relation avec la pathologie humaine

Ces expériences ont été conduites dans des modeles cellulaires ainsi que dans des souris
APP/PS1. Cependant, il a été également important d’étudier si certaines de ces observations

sont présentes dans des modeles humains.

Les ¢études conduites ici utilisent des mod¢les souris ; or, ces derniéres ne présentent qu’une
seule forme d’ApoE contrairement a ’humain, qui en présente trois (ApoE-€2, ApoE-€3 et
ApoE-¢4). Au niveau protéique, la forme murine différe des formes humaines d’environ 100
acides aminées, et la forme murine de la protéine est plus amyloigéne que les formes

337

humaines™’. L’impact des formes humaines et murines sur la pathologie différent sur de

nombreux aspects tels que le dépot de peptides amyloides, leur dégradation, I’inflammation,

480 [ . 7
. De maniére intéressante, seules les cellules

la plasticité neuronale et la pathologie Tau
COS-7 transfectées avec 1’isoforme humaine ApoE-g3 répliquent les résultats observés avec
ApoE murine. ApoE-g3 étant 1’isoforme qui se rapproche le plus d’ApoE murin®™', ces

résultats concordent avec une implication de P2X4R dans la pathologie humaine.

Chez I’humain, I’isoforme ApoE-g4 confére un risque majeur de développer la maladie.
Certaines ¢études montrent que les individus porteurs de cette isoforme présentent une quantité
protéique d’ApoE plus faible que les porteurs d’ApoE-e2 et ApoE-e3*" et suggérent que la
pathogénicité d’ ApoE-e4 lui est conférée par une différence dans son expression protéique.
Suivant cette hypothese, augmenter I’expression protéique d’ApoE, comme il est observé

chez les souris APP/PS1xKO pourrait donc mener a des améliorations de la pathologie.

Pour finir, des expériences d’immunohistochimie ont permis d’observer 1’expression de
P2X4R et d’ApoE dans les microglies associées aux plaques amyloides chez les patients,
concordant ainsi avec les résultats observés chez les souris. En outre, I’expression de ces
protéines chez les patients et témoins a ét¢ examinée par WB. Aucune différence dans
I’expression de ces deux protéines n’est observable. Cependant, ces expériences ont été
conduites avec des petits échantillons ne provenant pas des mémes régions du cortex, prélevés
a des temps post-mortem différents et de patients d’ages différents, induisant ainsi des

grandes variabilité.

L’¢étude de P2X4R et d’ApoE dans des contextes de la pathologie humaine a permis de mettre
en évidence une similarité entre le role de P2X4R sur ApoE murin et ApoE-€3 humain. De

plus, I'expression de P2X4R et d’ApoE est observée dans les microglies situées autour des
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plaques, de maniere similaire aux souris APP/PS1. L’ensemble de ces travaux suggere donc
que les résultats obtenus dans nos mode¢les murins et cellulaires sont susceptibles d’étre

applicables chez I’humain.
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Conclusion générale

Dans I’ensemble, les travaux de cette thése ont permis de caractériser ’implication de P2X4R
dans la dégradation d’ApoE par la cathepsine B. Ils ont également permis de mettre en
évidence un role de ce récepteur dans la maladie d’Alzheimer. Il apparait que P2X4R joue un
role délétere dans la pathologie, concordant avec ses roles précédemment décrits dans

différentes pathologies telles que la douleur, 1’épilepsie et I’inflammation.

L’hypothese majeure de ces travaux est que P2X4R module la MA via son implication dans la
dégradation d’ ApoE. ApoE est fortement impliquée dans la MA mais également dans d’autres
pathologies telles que I’athérosclérose, dans laquelle elle semble avoir un rdle anti-
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inflammatoire et ainsi atténuer la pathologie . Puisque P2X4R est impliqué dans la

dégradation d’ ApoE, il pourrait également 1’étre dans d’autres pathologies impliquant ApoE.

De plus amples études restent a conduire afin de comprendre comment P2X4R régule
I’activité de la cathepsine B et de déterminer si cela implique I’interaction physique entre le
récepteur et ApoE. Déterminer si cette interaction est directe et identifier les sites
d’interaction des protéines constitueraient un premier pas vers la compréhension de ce
mécanisme. D’autres études sont nécessaires afin de mettre en relation les observations faites
in vitro et in vivo, et de déterminer si ’effet de P2X4R dans la pathologie implique la
cathepsine B et ApoE microgliales. L’utilisation de souris n’exprimant pas P2X4R
spécifiquement dans les microglies permettrait dans un premier temps de discriminer
I’implication des P2X4R microgliaux des récepteurs neuronaux. Enfin, 1’utilisation
d’inhibiteur de la cathepsine B in vivo permettrait de déterminer si cette derniére est

impliquée dans les phénotypes observés chez les souris APP/PS1xKO.

Bien que de plus amples travaux soient nécessaires, I’ensemble de ces résultats révele un role
de P2X4R dans la modulation de I’activité de la cathepsine B, et par conséquent, dans la

dégradation d’ApoE, ainsi qu’une implication de ce récepteur dans la maladie d’Alzheimer.
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Role des récepteurs P2X4 dans la dégradation d’ApoE : implication dans la maladie
d’Alzheimer

Les récepteurs purinergiques P2X4 (P2X4R) sont des récepteurs canaux exprimés par les
neurones et les microglies du systéme nerveux central et sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques et pathologiques. Des études préliminaires, menées au sein du
laboratoire, ont permis de mettre en ¢évidence une interaction entre P2X4R et
I’ Apolipoprotéine E (ApoE), ainsi qu’une augmentation d’ApoE dans les macrophages et les
microglies provenant de souris déficientes pour P2X4R. Basée sur ces observations, la
premicre partie de cette theése a cherché a caractériser les mécanismes impliquant P2X4R dans
cet effet. ApoE étant un facteur de risque majeur dans la maladie d’Alzheimer, la deuxiéme
partie de cette these a été consacrée a étudier I’implication de P2X4R dans cette pathologie.

Les résultats présentés montrent que P2X4R module I’activité de la cathepsine B, enzyme
responsable de la dégradation lysosomale d’ApoE. L’utilisation de souris APP/PS1 a permis
de montrer que 1’absence de P2X4R conduit & une amélioration des capacités mnésiques, une
diminution de la concentration de peptide AP soluble ainsi qu’a une augmentation d’ApoE
microgliale.

Ces résultats indiquent que P2X4R régule la dégradation d’ApoE par un mécanisme
dépendant de la cathepsine B, et que son invalidation permet d’améliorer les symptomes
cognitifs de la maladie d’Alzheimer.

Involvement of P2X4 receptors in ApoE degradation: implication in Alzheimer disease

P2X4 receptors (P2X4R) are purinergic ion channels expressed on neurons and microglia in
the central nervous system. They have been widely studied and have been implicated in many
physiological and pathological processes. Previous studies conducted in the laboratory
revealed an interaction between P2X4R and the Apolipoprotein E (ApoE), as well as an
increase in ApoE level in primary macrophages and microglia obtained from mice lacking
P2X4R. Based on these results, this thesis aimed to decipher the mechanisms underlying
P2X4R regulation of ApoE levels. In addition, ApoE being a major risk factor for
Alzheimer’s disease, part of this work investigated potential implications of P2X4R in this

pathology.

Results show that P2X4R modulates cathepsin B activity, which in turn promotes ApoE
lysosomal degradation. APP/PS1 mice lacking P2X4R show an increase in cognitive

performances, a decrease in soluble AP peptide and an increase of microglia ApoE level.

These results support that P2X4R modulates ApoE degradation in a cathepsin B-dependant
manner and that its invalidation leads to an improvement in Alzheimer’s pathology.



