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RESUME

Les maladies neurodégénératives touchent plus de 33 millions de personnes dans le
monde. Elles sont caractérisées par la dégénérescence progressive des neurones et un

dysfonctionnement dans le cerveau et/ou la moélle épinieére.

Leurs mécanismes (perte des cellules neuronales, axonopathie, perte synaptique,
inflammation, dysfonction immunitaire...) ont une incidence sur les fonctions moteurs et

cognitives et peuvent générer une dépendance croissante des malades.

Le traitement de la plupart des maladies neurodégénératives reste a I'heure actuelle
essentiellement symptomatique ; s'il permet d'améliorer la qualité de vie des patients, il est

le plus souvent sans effet sur I'évolution de la maladie.

L'ensemble de nos résultats a permis de mettre en évidence des mécanismes
physiopathologiques inédits de la maladie d’Alzheimer et la sclérose latérale amyotrophique,

et d’imaginer de nouvelles pistes thérapeutiques.

Nous avons étudié les effets toxiques des ABO, sur un modele in vitro de neurones
primaires ainsi que sur un modeéle de coculture nerf muscle reproduisant des jonctions
neuromusculaires, en nous concentrant sur leur cinétique de développement, puis sur leur
mécanismes moléculaires et cellulaires. Nous avons pu avancer I'hypothese d’un lien de
causalité étroit entre le glutamate et les ABO aussi bien dans la maladie d’Alzheimer que dans

la sclérose latérale amyotrophique.

Il a été mis en évidence que des modeles de culture cellulaire permettaient de
répondre a des questions ciblées, dans la mesure ou ils reproduisent certains phénomeénes

neuropathologiques observés chez les malades.

Mots clés : AB, glutamate, neurones, JNM, Alzheimer, SLA.



ABSTRACT

Neurodegenerative diseases affect more than 33 million people in the world. They
are characterized by the progressive degeneration of neurons and a dysfunction ir of the

brain and/or the spinal cord.

Their mechanisms (loss of the neuronal cells, axonopathy, synaptic loss,
inflammation, immunizing dysfunction...) have an impact on the motor and cognitive

functions and can generate an increasing dependence of the patient.

The treatment of most of the neurodegenerative diseases remains at the moment
essentially symptomatic. Many treatments improve the quality of life of the patients, but

most of them remain ineffective on the evolution of the disease.

The results allowed us to reveal some unprecedented facts about physiopathological
mechanisms of Alzheimer's disease and amyotrophic lateral sclerosis, and to imagine new

therapeutic targets.

We studied the toxic effects of the ABO on an in vitro model of primary neurons as
well as on a model of coculture nerve muscle reproducing neuromuscular junctions, by
concentrating on their kinetics development, then on their molecular and cellular
mechanisms. We were able to move forward the hypothesis of a link of causality between
the glutamate and the ABO in the Alzheimer's disease as well as in amyotrophic lateral

sclerosis.

Using the models of cell cultures and observing how they reproduce, we were able to
answer some of the targeted questions concerning some of the neuropathological

phenomena observed in the patients.

Keywords : AB, glutamate, neurons, NMJ, Alzheimer, ALS.
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1.INTRODUCTION GENERALE

Donc, toutes choses étant causées et causantes,

Aidées et aidantes,

Médiates et immédiates,

et toutes s’entretenant par un lien naturel et insensible,
qui lie les plus éloignées et les plus différentes,

je tiens impossible de connaitre les parties

sans connaitre le tout,

non plus que de connaitre le tout,

sans connaitre particulierement les parties.

Blaise PASCAL.

Pensées, article VI, premiére partie.

Le titre que nous avons donné a ce travail peut surprendre. Il nous faut le justifier, en
rendant au passage justice a Blaise PASCAL dont nous avons mis en exergue une célébre
pensée.

Que vient faire le peptide béta-amyloide [AB] dans LES ou dans DES maladies
neurodégénératives ? N’est-il pas généralement admis que son réle est confiné a celui d’un
déterminant essentiel de la maladie d’ALZHEIMER [MA] ? Pourquoi faudrait-il qu’en plus il le
soit dans des maladies comme la sclérose latérale amyotrophique [SLA] et peut-étre méme,
sans qu’on le sache encore avec certitude, dans d’autres maladies du systeme nerveux ?

Certes, dans le cerveau des patients atteints de cette démence, qualifiée jadis de
"précoce" par son découvreur, on trouve a I'examen anatomo-pathologique deux types de

Iésions pathognomoniques : des formations appelées plaques séniles [PS] formées pour

18



I’essentiel d’AB dans une forme courte (APi-40) et dans une forme longue (AB1-42), associées
en fibrilles insolubles, et des dégénérescences neurofibrillaires [DNF], constituées par
I'accumulation d’une protéine dite protéine t [Prt] anormalement et exagérément
phosphorylée, dans le cytoplasme des neurones (Buxbaum and Linke, 2012; Grateau et al.,
2005). Cette anomalie I'empéche de jouer son réle physiologique dans I'assemblage des
microtubules neuronaux (Rodriguez-Martin et al., 2013). Mais la question demeure et, selon
nous, aucune réponse vraiment satisfaisante ne lui a été apportée. Ces caractéristiques
anatomo-pathologiques sont-elles la cause ou la conséquence de la maladie ? Résultent-t-
elles d’une anomalie située en amont de la voie de clivage de I’APP [pour amyloid precursor
protein] dont la cause est encore inconnue et qui orienterait ce clivage vers la production
d’AB ? Une chose est avérée : on peut retrouver des PS dans le cerveau de sujet agés qui
n’ont présenté aucun symptome (notamment la désorientation, la perte de mémoire
immédiate et des signes de démence) de MA avant leur mort, et ceci en des densités
analogues a celles que I'on retrouve dans le cerveau de sujets malades. Les PS, a elles seules,
ne peuvent donc rendre compte des symptémes de la MA. Mais la formation de ces fibrilles
insolubles est précédée de toute une série d’étapes d’oligomérisation engendrant des
structures complexes ; il convenait de voir si certains de ces intermédiaires sont pourvus
d’une toxicité propre. Dans la section consacrée a I'état de I'art, on verra que c’est en effet le
cas. Il faudrait alors voir comment, dans un cerveau sain, les formes putativement toxiques
d’oligomeres d’AB [ABQO] sont éliminées ou ne sont pas engendrées. On a quelques lumieres
sur cette question, dans la mesure ou certains sujets présentant un allele particulier
d’apolipoprotéine, I'apolipoprotéine E4 présente une plus grande sensibilité a la MA (Bian et
al., 2004). Des travaux relativement récents ont du reste montré que la stimulation de la
production d’ApoE par un agent antimitotique chez des souris transgéniques présentant des
symptomes de MA a des effets thérapeutiques manifestes (Cramer et al., 2012). Il faut donc
selon nous ré-envisager a frais nouveaux la physiopathologie de la MA, en essayant de se
départir des préjugés et des idées recues. L'une de ces idées recues ou en tout cas une idée
prédominante, est que I’APP est produit essentiellement par les cellules du systéme nerveux
central [SNC], ce qui conduit les chercheurs a concentrer leur intérét sur les neurones. Mais
I’APP, qui est une glycoprotéine membranaire intégrale, se retrouve aussi dans de
nombreuses autres cellules appartenant a des tissus trés divers. Et rien ne prouve que ces

tissus ne peuvent pas engendrer aussi de I’AB en utilisant I'une des deux voies possibles de
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clivage de I’APP : la voie physiologique qui aboutit a la production d’un fragment soluble, le
sAPPa et la voie pathologique qui aboutit a la forme amyloide ou AB (en fait le fragment
amyloide peut étre constitué de 39 a 43 acides aminés [AA] avec une prédominance des
formes AB1-a0 et APB1-a2, cette derniere forme étant majoritaire dans les PS (Lewczuk et al.,

2004). Dans la section consacrée a |’état de I'art, ces diverses voies seront décrites en détail.

Notre attention a été attirée par une observation de (Stéphan et al., 2001). Travaillant
sur un modele murin de MA associé a la production d’une importante quantité d’ApB, les
auteurs ont remarqué que les motoneurones [MN] de ces animaux mouraient en grand
nombre. Le fait nous a conduite a rechercher un éventuel lien entre I'AB et d’autres maladies
neurodégénératives dont la SLA.

C’est donc tout naturellement vers les modéles murins de SLA d’origine génétique que
nous avons cherché des informations susceptibles de fournir des indices suffisants en faveur
de ce lien. Plusieurs auteurs (Bryson et al., 2012) ont montré qu’il existe une forte
concentration d’AB dans la moelle épiniere de souris SOD1 G93A (animaux modéles d’une
forme héréditaire de SLA), colocalisé dans les zones ol abonde la mort des MN. De plus des
souris mutées pour le gene de la SOD1, et dont on a invalidé le géne de I’APP voient la
mortalité de leurs MN considérablement diminuée et lintégrité de leurs jonctions
neuromusculaires [JNM] protégée. Ces observations suggerent que I’APP endogéne contribue

a la physiopathologie de la MA (Bryson et al., 2012).

Par ailleurs, nous nous sommes intéressées, par une sorte d’effet de contiguité — dont
nous nous expliquerons le moment venu —, a la TDP-43 qui s’accumule anormalement dans
le cytoplasme des neurones moteurs de sujet atteints de SLA, au lieu de rester confinée en
son lieu physiologique, le noyau (Pelletier et al., 2012). Une telle accumulation évoque, au
moins par ses possibles effets, 'accumulation de Prt dans les neurones des patients atteints

de MA.

Toutes ces observations nous ont mené a étudier les mécanismes neurotoxiques des
oligomeéres de I'AB et le lien possible entre le glutamate et le peptide AB dans les maladies

neurodégénératives et plus particulierement dans la MA et dans la SLA.
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Enfin, nous voudrions terminer ce court avant-propos par ne remarque trés importante.
Nous avons réalisé ce travail au sein de I'entreprise Neuro-Sys, une société de service qui se
propose de développer et développe effectivement des modeles robustes de cultures
primaires de divers neurones, associées le cas échéant a d’autres cellules d’intérét, mimant
autant qu’il est possible des maladies neurodégénératives. Il s’agit pour cette société
d’étudier les propriétés de nouvelles molécules développées par les compagnies
pharmaceutiques, a un stade situé en amont des études précliniques, mais dans des
conditions qui permettent a ces compagnies d’arréter ou de continuer le développement de
leurs composés. Notre objectif a été de comprendre, dans le cadre de la mise au point de
différents modeles, le role de I’AB dans le développement des maladies neurodégénératives,

telles que la MA et la SLA, de fagon a trouver de nouvelles issues thérapeutiques.
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2.ETAT DE L’ART

2.1. Le peptide amyloide et les maladies
neurodégénératives.

2.1.1. Les amyloidoses ou amyloses.

Les amyloidoses ou amyloses se définissent par I'accumulation tissulaires de protéines
anormalement repliées, et qui, pour cette raison s’agregent sous forme de fibres, dans des
conditions pourtant physiologiques de pH et de force ionique. Cette accumulation conduit a
la formation de dép6ts qualifiés d’amyloides (Buxbaum and Linke, 2012; Grateau et al., 2005).
On doit au trés célebre anatomopathologiste Rudolph VIRCHOW la paternité du qualificatif
"amyloide" ; en effet il décrit la coloration bleue que prennent ces dépots sous |'action
conjuguée de l'iode et de I'acide sulfurique, une coloration analogue a celle que, dans ces
conditions, prend I'amidon. C’'est tres récemment que les méthodes d’analyse biochimique
ont permis d’identifier des protéines tres diverses, susceptibles de former ces dép6ts (Tableau
1 selon I'International Society of amyloidosis).

Les précurseurs de ces fibres sont des protéines sériques, circulantes, solubles,
entieres ou tronquées. Le mécanisme exact qui conduit a leur changement de conformation
et a la formation de fibres dans des tissus tres divers selon la molécule responsable, n’est pas
encore élucidé. Les protéines amyloidogénes ne possédent pas de séquences, de propriétés
structurales ou fonctionnelles communes. Il n’y a pas davantage de mécanisme
physiopathologique commun a toutes les amyloses. Leur aspect clinique dépend de la
molécule responsable et du tissu atteint. Le seul trait commun est cette propension
inexpliquée a former des dépots fibrillaires. Une classification des amyloses a été établie par
I'ISA [International Society of amyloidosis] (Tableau 1). On dénombre une trentaine de
protéines susceptibles d’engendrer des amyloidoses humaines. Dix d’entre elles ont été

identifiée chez I'animal (Sipe et al., 2012).
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Systemic and/ Acquired or
Fibril protein Precursor protein or localized hereditary Target organs
AL Immunoglobulin light chain S, L AH All organs, usually except CNS
AH Immunoglobulin heavy chain S, L A All organs except CNS
AA (Apo) Serum amyloid A S A All organs except CNS
ATTR Transthyretin, wild type S A Heart mainly in males, ligaments,
tenosynoviam
Transthyretin, variants S H PNS, ANS. heart,
eye, leptomeninges
Af2M f2-Microglobulin, wild type S A Musculoskeletal system
p2-Microglobulin, variant S H ANS
AApoAl Apolipoprotein A 1, variants S H Heart, liver, kidney. PNS. testis,
larynx (C-terminal variants), skin
(C-terminal variants)
AApoAll Apolipoprotein A 11, variants S H Kidney
AApoAIV Apolipoprotein A 1V, wild type S A Kidney medulla and systemic
AApoCll Apolipoprotein C 11, variants S H Kidney
AApoClll Apolipoprotein C IIL variants S H Kidney
AGel Gelsolin, variants S H PNS. cornea
ALys Lysozyme, variants S H Kidney
ALECT2 Leukocyte chemotactic factor-2 S A Kidney, primarily
AFib Fibrinogen 2, variants S H Kidney, primarily
ACys Cystatin C, variants S H PNS, skin
ABri ABriPP, variants S H CNS
ADan* ADanPP, variants L H CNS
AP AP protein precursor, wild type L A CNS
AP protein precursor. variant L H CNS
AaSyn a-Synuclein L A CNS
ATuu Tau L A CNS
APP Prion protein, wild type L A CID, fatal insomnia
Prion protein variants L H CID, GSS syndrome, fatal
insomnia
Prion protein variant S H PNS
ACal (Pro)calcitonin | i A C-cell thyroid umors
AIAPP Islet amyloid polypeptide** L A Islets of Langerhans. insulinomas
AANF Atrial natriuretic factor L A Cardiac atria
APro Prolactin L A Pitiitary  prolactinomas, aging
pituitary
Alns Insulin L A latrogenic, local injection
ASPC*** Lung surfactant protein L A Lung
AGal7 Galectin 7 L A Skin
ACor Corneodesmosin L A Cornified epithelia, hair follicles
AMed Lactadherin L A Senile aortic, media
AKer Kerato-epithelin L A Cornea, hereditary
Alac Lactoferrin L A Cornea
AOAAP Odontogenic ameloblast-associated protein L A Odontogenic tumors
ASeml Semenogelin 1 L A Vesicula seminalis
AEnf Enfurvitide L A latrogenic

*Proteins are listed, when possible, according to relationship. Thus, apolipoproteins are grouped together, as are polypeptide hormones.
*ADan is the product of the same gene as ABri
**Also called amylin.

***Not proven by amino acid sequence analysis.

Tableau 1: Classification des amyloses [selon I'International Society of amyloidosis]

On divise les amyloses en deux catégories, selon qu’elles sont localisées a hauteur d’un
seul organe ou d’un tissu spécifique, ou qu’elles sont systémiques lorsqu’elles siegent dans
plusieurs tissus ou organes (Chiti and Dobson, 2006). Certaines de ces amyloses sont
sporadiques d’autres sont héréditaires et transmissibles.

Pour étre qualifiées avec certitude de fibres amyloides, ces formations doivent
posséder des caractéristiques physicochimiques particulieres. Elles présentent une
biréfringence verte lorsqu’elles sont observées au microscope a lumiére polarisée apres avoir
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été marquées au rouge Congo (Klunk et al., 1999). On observe un déplacement du pic
d’absorption du colorant de 500 nm a 530-540 nm. Les fibres amyloides peuvent également
se lier a la thioflavine T. Cette liaison entraine un déplacement du maximum du spectre
d’absorption de 385 a 450 nm, et un déplacement du maximum du spectre d’émission de 445
a 480 nm.

En outre, lorsque ces fibres amyloides sont observées au microscope électronique a
transmission [TEM pour transmission electron microscope] ou a force atomique [ATM pour
atomic force microscope], elles apparaissent comme rectilignes, enchevétrées mais non
ramifiées, et possédent un diametre de 10 nm environ (Cohen and Calkins, 1959) .

Enfin, les fibres amyloides, comme le montrent les études de diffraction des rayons
possedent toutes des feuillets B croisés, disposés perpendiculairement ou presque a I'axe de
la fibre, et liés entre eux par des liaisons hydrogénes intermoléculaires s’étendant
parallelement a I'axe de la fibre. Il s’agit 1a de motifs architecturaux et non de séquences
communes.

Ainsi qu’il a été dit plus haut, les dépots ou plaques amyloides se retrouvent
principalement dans les espaces intercellulaires de divers organes et tissus. Néanmoins, il
existe des inclusions intracellulaires dites "de type amyloide" (Tableau 2). Parmi ces inclusions,
seules les inclusions de la protéine Tau (Prt) présentent toutes les caractéristiques des fibres

amyloides citées plus haut.

Nature de la Nombre de Structure a Exemples de
Nom de l'inclusion Site protéine résidus I’état natif | maladies associées
Maladie de
Corps de Lewy | Neurones | a-synucléine 140 Non structurée Parkinson

Huntingtine avec

Corps de extension de Maladie de

Huntington Neurones | polyglutamate 3144 Non structurée Huntington
Dégénérescences Non Maladie

neurofibrillaires | Neurones Tau 352-441 structurée d’Alzheimer

Tableau 2 : Inclusions intracellulaires de type amyloide. (D’apres (Sipe et al., 2012))
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Le diagnostic clinique d’une amylose est difficile. La détermination de sa nature précise

exige un examen histologique et par conséquent une biopsie.

2.1.2. La maladie d’Alzheimer.

La MA est une maladie neurodégénérative sévere. La gloire de son identification
revient a un neuropsychiatre allemand, Alois ALZHEIMER, qui I'a décrite en 1907, chez une
patiente répondant au nom d’Auguste DETER (cf. la traduction de I’article original, 1995 ; Fig.
1). Ce travail lui vaudra de voir son nom attaché a I'une des maladies neurodégénératives la
plus fréquente et des plus redoutées. Alzheimer remarque, chez cette patiente de 51 ans, une
réduction de la compréhension du langage, et de la mémoire, une aphasie trés prononcée, un
comportement imprévisible, de la paranoia et de hallucinations auditives (Hippius and

Neundorfer, 2003).

Figure 1 : Portrait d’Alois Alzheimer et d’Auguste Deter.

D’aprés (Hippius and Neundorfer, 2003).

Alzheimer est un neuropathologiste qualifié. Il décrit les deux Iésions
pathognomoniques retrouvées dans le cortex cérébral de la patiente atteinte de MA : la
présence de dépdbts ou plaques amyloides ou PS, extracellulaires, et les dégénérescences
neurofibrillaires [DNF ou neurofibrillary tangles en anglais] intracellulaires (Fig. 2 ;(Blennow et
al., 2006; Kundra et al., 2017; Stelzma et al.,1995). Les PS sont constituées majoritairement
d’AB, peptides de 40 a 42 acides aminés [AA] (Glenner and Wong, 1984; Hardy and Selkoe,
2002; Sandebring et al., 2013). Les dép6ts amyloides résultent de I'agrégation d’AB sous forme
de fibres, et les DNF sont des agrégats de Prt anormalement phosphorylée et formés de fibres

possédant les caractéristiques d’une protéine amyloide (Kosik et al., 1986).
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Figure 2 : Lésions anatomopathologiques spécifiques de la maladie d’Alzheimer

(Mroczko et al., 2018) NFT (fleches) plaque sénile (pointes de fleches).

La MA est la premiére cause de démence humaine. En 2015, elle touchait 46,8 millions
de sujets de par le monde, essentiellement dans les pays développés, sans doute en raison de
I'allongement de la durée de vie dans ces régions. Les projections prévoient qu’il pourrait y
avoir 75,6 millions d’étres humains frappés de MA en 2030, et 131,5 millions en 2050
(Mroczko et al., 2018). La MA a un impact économique et social considérable. Son co(t total
actuel s’éleve a environ un trillion de dollars américains par an. (World Alzheimer Report,
2018).

Cliniqguement, la MA se caractérise par des troubles de la mémoire, de I'attention, de
I’élocution, de la compréhension et du comportement (troubles de la personnalité). Elle
commence par une phase asymptomatique de plusieurs années avant que n’apparaissent les
premiers symptomes et signes cliniques. Les troubles vont alors s’aggraver inexorablement,
et rendre la maladie de plus en plus invalidante. Incurable, la MA peut durer de 15 a 20 ans.

Il existe deux types de MA. Le premier est constitué des formes sporadiques. Il inclut
I’écrasante majorité des cas puisqu’on y range 99 % d’entre eux. Dans les formes sporadiques,
I’age est le principal facteur de risque. Le deuxieme est constitué par les formes familiales. Ces
dernieres sont d’origine génétique. Elles sont beaucoup plus agressives et apparaissent chez
des sujets plus jeunes.

Chez les patients souffrant de MA, [|‘anatomopathologie montre que la

dégénérescence neuronale apparait d’abord dans le cortex entorhinal. La lésion progresse
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alors petit a petit dans les zones voisines (de Calignon et al., 2012). On note alors I'apparition
de lésions dans I’hippocampe, zone impliquée dans le processus de mémorisation, puis une
atrophie corticale diffuse avec une prédominance pariéto-occipitale qui rend compte de la
symptomatologie triadique : aphasie, apraxie, agnosie. Globalement le cerveau présente une
perte neuronale massive (Fig. 3).

Le premier signe clinique frappant est la perte de mémoire a court terme ou amnésie ;
elle se manifeste initialement par des distractions mineures qui s’accentuent alors que la
maladie progresse, tandis que les souvenirs plus anciens sont relativement préservés. Au fur
et a mesure que les désordres s’accentuent, le déclin cognitif s’étend au langage (aphasie),
aux mouvements qui deviennent maladroits (apraxie), et a la reconnaissance des personnes

ou des objets (agnosie).

Cerveau sain Cerveau atteint de la MA

Figure 3 : Comparaison du cerveau d’un sujet sain et d’un patient atteint de maladie d’Alzheimer.
(D’aprés (Mattson, 2004)) a) Volume global du cerveau (rétrécissement marqué du lobe temporal (partie basse) et des lobes frontaux
(partie gauche)). b) Imagerie TEP révélant le glucose : le patient atteint d’Alzheimer montre une forte diminution du métabolisme

énergétique dans le cortex frontal (haut du cerveau) et les lobes temporaux (sur les cétés).

Actuellement, la maladie n’est diagnostiquée que de facon souvent tres tardive, 15 a
20 ans aprés I'enclenchement du processus neurodégénératif (Jack and Holtzman, 2013) ; elle
I’est essentiellement sur la base d’épreuves neuropsychologiques. En dépit de nettes avancée
dans le domaine de I'imagerie, il n’est toujours pas possible de procéder a un dépistage

précoce et fiable de la MA. Elle reste confinée au statut de « supposée ». Le diagnostic définitif
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ne peut étre fermement établi qu’aprés I'examen histologique post-mortem de coupes de
cerveau.

Dans I'état actuel de nos connaissances, on ne dispose que de traitements
symptomatiques, qui ne font que retarder le cours de la maladie, sans s’attaquer a ses causes.
Comme le nombre de cas ne peut qu’augmenter en raison du vieillissement de la population,
la MA constitue d’ores et déja un enjeu majeur de santé publique. Pour étre galvaudé par les
médias, le terme n’en désigne pas moins une situation bien réelle. C'est pourquoi se
développent aujourd’hui de nombreux travaux consacrés a I'étude de nouvelles voies
thérapeutiques. Il est loisible de comprendre que seule la connaissance des mécanismes
physiopathologiques de la maladie permettra de concevoir rationnellement des traitements
s’attaquant aux causes plutot qu’aux symptomes.

Pour I'instant, nous disposons d’éléments assurés qui orientent, a tort ou a raison, les
études physiopathologiques : la présence des PS ou plaques amyloides, les DNF (Huang and
Mucke, 2012). L'atrophie cérébrale, la perte de neurones, I'inflammation des tissus cérébraux
atteints, sont également des éléments importants de I'énigme physiopathologique. De
nombreux rapports décrivent la perte des synapses dans les cerveaux des sujets atteints de
MA, lesquelles semblent étre corrélatives aux changements observés, notamment au déclin
cognitif (Terry et al., 1991). Mais c’est I'AB qui a I'heure actuelle est au centre de tous les
intéréts. Les nouvelles thérapeutiques visent donc a réduire le taux d’AB dans le cerveau.

Nous pensons que cette approche n’est certes pas inutile ou inefficace, mais qu’elle

est encore tres en aval de la cause initiale qui entraine I'apparition de I'AB et de la Prt.

2.1.3. La sclérose latérale amyotrophique.

Plus connue sous le nom de maladie de CHARCOT, la sclérose latérale amyotrophique
(SLA) doit son nom au neurologue frangais Jean-Martin CHARCOT (1825-1893) qui a été le
premier a la décrire en 1869. C'est a I’hopital de La Pitié-Salpétriére, a Paris, que le célébre
neurologue présenta son étude sur cette maladie. Il montra que les patients étaient atteints
d’un rétrécissement des bords de la moelle épiniére qu’il qualifia de « sclérose latérale »
associée a une fonte musculaire ou « amyotrophie ».

La SLA est une maladie neurodégénérative évolutive conduisant a la dégradation

(sclérose) des voies motrices spinales (cordons latéraux) et a I'atrophie musculaire
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(amyotrophie), consécutives a I'atteinte des neurones moteurs. Sur le plan clinique, elle se
caractérise par des faiblesses musculaires, puis des paralysies, conduisant progressivement et
guasiment toujours a la mort par insuffisance respiratoire (Zufiria et al., 2016). La SLA est la
troisieme maladie neurodégénérative de I'adulte la plus fréquente, apres la MA et la maladie
de PARKINSON (Renton et al., 2014).

Dans I'ensemble des pays développés (Europe et Etats-Unis), I'incidence de la SLA est
de I'ordre de 2 pour 100 000, et sa prévalence est de 4-5 pour 500 000 (Tan et al., 2014; Turner
and Talbot, 2008). Il existe deux formes de SLA, la forme sporadique [SLAs] qui représente
90 % des cas diagnostiqués, et la forme familiale ou héréditaire [SLAf] qui constitue le reste
du contingent, soit 10 % des cas. Environ 60 % des patients atteints de SLAf et 20 % des
patients atteints de SLAs présentent une mutation génétique identifiée responsable de la
maladie (SLA) (Vucic et al., 2014). Plus de 20 genes semblent impliqués directement ou non
dans la maladie ; les quatre plus importants sont SOD1 [superoxide dismutase], C9ORF72
[chromosome 9 open reading frame 72], FUS [fused in sarcoma] et TARDBP [TDP-43] [TAR DNA
Binding protein 43] (Patten et al., 2014); ils sont impliqués dans la surexpression ectopique de
protéines mal configurées (Blokhuis et al., 2013). La mutation de C90ORF72 est la plus
fréquemment identifiée dans les SLA et dans les démences fronto-temporales [FTD pour
frontotemporal demential].

L’étiologie de la SLA, comme du reste celle de nombreuses autres maladies
neurodégénératives, est fortement multifactorielle (Ferraiuolo et al., 2011). Elle est associée,
mais non limitée a [I'excitotoxicité induite par le glutamate, au stress oxydatif, a
I'inflammation, a la limitation ou la perte de facteurs neurotrophiques, au repliement anormal
des protéines [protein misfolding] et I'accumulation de la protéine défectueuse, a un controle
déficient de la qualité des protéines produites, et enfin a un dysfonctionnement mitochondrial
(Dunkel et al., 2012). Malgré de multiples études précliniques et essais cliniques, le mécanisme
physiopathologique exact de la maladie et de sa progression est toujours en grande partie
inconnu.

Il existe quelques différences entre les SLAs et les SLAf. L'dge d’apparition des
symptdmes est compris entre 60 et 85 ans pour les SLAs, alors qu’il est plus précoce dans le
cas des SLAf, puisqu’il est situé entre 47 et 52 ans (Kiernan et al., 2011). La SLAs frappe plus
fréquemment les hommes que les femmes puisque I'on compte 1,3 a 1,5 cas masculins pour

1 cas féminin, (Couratier et al., 2016) alors que la SLAf frappe autant les hommes que les

29



femmes. L'espérance moyenne de vie est de I'ordre de 3 a 5 ans apres |'apparition des
premiers symptomes et signes cliniques.

En raison de |'hétérogénéité phénotypique de la maladie et de I'absence de
biomarqueur spécifique, le diagnostic de la SLA est souvent difficile et surtout retardé. On
estime qu’il s’écoule en moyenne entre 9 et 13 mois entre I'apparition de signes et le
diagnostic. Par moyenne, il faut entendre « médiane », ce qui signifie que la moitié des cas
seulement sont diagnostiqués dans ce délai (Swinnen and Robberecht, 2014). Le lieu de départ
de la maladie est variable ; mais son évolution est caractérisée par une extension progressive
des déficits moteurs conduisant a une atteinte motrice diffuse (Pradat et al., 2009).

L'excitabilité des neurones moteurs est augmentée dans des proportions
pathologiques. Il en résulte une cascade d’événements toxiques dépendant du calcium,
lesquels conduisent a la mort du neurone atteint. Ces phénomeénes sont définis par le vocable
général d’excitotoxicité. L'excitabilité des neurones moteurs dépend de leurs propriétés
électriques intrinséques et extrinséques ; 'augmentation de I'excitabilité peut ainsi résulter
soit d’'une hyperexcitabilité liée au neurone, soit d’'une hyperexcitation extérieure au neurone

lui-méme (llieva et al., 2009; King et al., 2016; Leroy and Zytnicki, 2015).
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Le Tableau 3 présente quelques signes cliniques retrouvés dans la SLA.

Tronc cérébral

Muscles axiaux

Membres

Atteinte des
motoneurones

périphériques

Paralysie labio-glosso-
pharyngée : troubles de la
mastication, dysphagie,

dysarthrie, stase salivaire

Camptocormie :
anomalie posturale
marquée par une
flexion antérieure du

tronc en position

- Amyotrophie

- Crampes et
fasciculations

- Perte des réflexes

ostéo-tendineux

Atteinte des
motoneurones

centraux

- Atrophie de la langue - Faiblesse
debout.
avec fasciculations musculaire
Spasticité mandibulaire Absence de réflexes |- Spasticité

Dysphagie
Dysarthrie

Hypersialorrhée

cutanés abdominaux
- Troubles de

I’équilibre

Hyper-réflexie
- Signe de Babinsky
de

- Troubles la

coordination

Tableau 3 : Signes cliniques et symptémes associés a la sclérose latérale amyotrophique ; (D’aprés(Brooks, 1994)).

Comme le début de la maladie est insidieux, marqué par des signes peu spécifiques, le

diagnostic de SLA est souvent posé tardivement, avec un délai moyen (et non plus médian) de

13,4 mois (Gil et al., 2009). Il peut méme étre posé jusqu’a 24 mois apres I'entrée discrete

dans la maladie. C'est pourquoi, pour affirmer le diagnostic de SLA, il a été développé des

criteres dit de I'El Escorial, par la World Federation of Neurology Group on Motor Neuron

Disease. Pour étre posé, le diagnostic de SLA requiert de répondre positivement a ces quatre

signes :

1. 1l y a des preuves de dégénérescence des motoneurones périphériques.

2. 1ly a des preuves de dégénérescence des motoneurones centraux.

3. L’aggravation des signes est progressive et se fait de proche en proche.
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4.1l n’existe pas d’arguments neuro-anatomiques, électrophysiologiques, anatomopatholo-

giques en faveur d’'une autre maladie neurologique.

La présence ou I'absence de ces signes permet de déterminer le degré de probabilité
de I'existence de la maladie chez le sujet examiné. Dans cette classification, quatre régions du
corps sont examinées indépendamment et successivement : région bulbaire, région cervicale,
région thoracique, région lombo-sacrée. Si trois de ces régions présentent des atteintes des
motoneurones centraux et périphériques, la maladie est classée comme SLA certaine ; elle est
probable si deux régions sont atteintes; et n’est que possible si une seule est touchée.
L’excitoxicité du glutamate est une des hypotheses invoquées pour expliquer la
dégénérescence des motoneurones. Il n’existe a I’heure actuelle aucun traitement efficace
pour combattre la SLA. Les soins aux patients se limitent a des traitements symptomatiques.
Le riluzole (Rilutek®) s’est montré neuroprotecteur grace a son action anti-glutamate. C’'est a
I’heure actuelle le seul traitement qui ait montré un bénéfice tres modeste mais significatif
sur la survie des patients atteints de SLA, en dehors des stades avancés de la maladie, quand
il est employé a la dose de 100 mg/j (Lamanauskas and Nistri, 2008).

L’edavarone (Radicava®) est le premier traitement contre la SLA autorisé par la Food
and Drug Adminisration [FDA] depuis 20 ans. C'est le seul agent anti-oxydant a avoir démontré
une efficacité clinique pour le traitement de la SLA (Petrov et al., 2017). Comme il I'a été
évoqué, le stress oxydant est supposé contribuer a la physiopathologie de la SLA. Les effets de
I'edavarone ont été mis en évidence dans un modele préclinique, des souris wobbler
présentant des signes de SLA, avant le commencement des essais cliniques qui se sont révélés
encourageants (Yoshino and Kimura, 2006). Les effets indésirables les plus sérieux observés
avec un traitement a 'Edaravone ont rapporté I'hypersensibilité et réactions allergiques aux
sulfites, incluant des symptomes anaphylactiques. Les effets secondaires les plus communs
ont été des bleus ou contusions, des perturbations de démarche, des maux de téte, des
dermatites et de I'eczéma. Ces réactions ont été observé a hauteur de 10 % chez les patients
traités (Cruz, 2018).

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur majeur du SNC. Il est impliqué dans
la transmission ainsi que dans la plasticité synaptique, dans la croissance et la différenciation
neuronale, dans l'apprentissage, dans la mémoire (Butterfield and Pocernich, 2003). La

fonction du systeme glutamatergique est de convertir une impulsion électrique nerveuse en
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un stimulus chimique, en contrélant finement la concentration du glutamate dans les
synapses. Quand, pour diverses raisons, la concentration synaptique de glutamate est
augmentée, il se produit une entrée massive de calcium dans le neurone post-synaptique,
laquelle entraine sa mort ( Sen et al.,, 2015; Van Den Bosch and Robberecht, 2000). Les
motoneurones sont particulierement sensibles aux fortes concentrations de glutamate (Van
Den Bosch and Robberecht, 2000).

Parmi les changements pathologiques spécifiques du muscle, observés chez les
patients aussi bien que sur des souris transgéniques pour le gene SOD1, on note une forte
concentration de I’APP, coincidant du reste avec I'apparition des premiers signes (Koistinen et
al., 2006). Cette corrélation trouve une confirmation dans le fait que la surexpression de I’APP
dans les muscles inhibe I'innervation in vitro (McFerrin et al., 1998). De plus et enfin, on a
observé une augmentation de I’AB1-a2dans les motoneurones spinaux des souris SOD1 (Bryson

et al., 2012).

2.2. Le peptide amyloide

2.2.1. La protéine précurseur du peptide béta-amyloide et son
traitement par les voies dites canoniques, non-amyloidogene et

amyloidogene.

L’APP non tronquée, de pleine longueur, est une protéine transmembranaire de type
I. Elle est biosynthétisée dans le réticulum endoplasmique [RE], puis elle est transportée a
travers I'appareil de Golgi vers le réseau trans-golgien [RTG]. C’est dans les neurones qu’on la
retrouve en plus grande concentration a I'état stable. Son expression est localisée
principalement autour des synapses neuronales. C'est une protéine hautement conservée.
Bien que son role primaire ne soit pas entierement élucidé, il est acquis qu’il joue un role
essentiel dans la plasticité neuronale et la formation des synapses (Nhan et al., 2015). L'APP
subit un rapide transport antérograde dans les neurones. On a montré que lors de ce
transport, elle interagit avec la kinésine-1 et fonctionnerait peut-étre comme un récepteur
membranaire de kinésine pour convoyer le transport de la B-sécrétase [BACE1l] et de

préséniline 1. Il convient de mentionner que I’APP est un composant majeur du virus de
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I’herpés humain, composant que ce dernier emprunte a sa cellule hote. L’APP subit de
nombreuses et complexes modifications post-traductionnelles : sulfatations, N- et O-
glycosylations, phosphorylations (Weidemann et al., 1989). L'expression de I'APP est
ubiquiste. Il en existe trois isoformes, engendrées par épissage alternatif du transcrit engendré
par le géne. La forme neuronale de I’APP compte 695 AA (Suh and Checler, 2002), la forme
astrocytaire en compte 751.

Le gene de I'APP est porté par le chromosome 21. Il y a été identifié environ 30
mutations ponctuelles dont nombre sont responsables des formes familiales de MA. Elles sont
situées en général a hauteur ou a proximité des sites de clivages reconnus par les enzymes
impliquées dans les deux voies de maturation de I’APP, non-amyloidogéne et amyloidogéne.
Ces mutations n’engendrent pas forcément une augmentation de la production du peptide
amyloide, mais elles peuvent modifier le rapport des AB1-40/AB1-42 (Lewczuk et al., 2004). I
existe des mutations qui ne semblent pas associées a des manifestations pathogenes et il en
existe d’autres pour lesquelles il est difficile de les mettre en évidence et dont il convient de
poursuivre I'étude.

La fonction de I’APP demeure mal connue. Des souris dont le gene APP a été invalidé
sont viables et fertiles, mais elles présentent certaines anomalies, et notamment un défaut de
croissance marqué par une taille et un poids nettement inférieur a ceux de leur contrepartie
sauvage, associé également a une altération du développement cérébral, a des troubles de
I’'homéostasie du cuivre et des lipides, et a un net affaiblissement des capacités
d’apprentissage et de mémorisation (Tremml et al., 1998).

Une fois produite, I’APP est soumis a un processus complexe de maturation,
impliquant, notamment, une protéolyse particuliéere. Les principaux événements
protéolytiques de I’APP sont imputables a groupe de protéases appelées sécrétases a, B ety
(Epis et al., 2012). Elles reconnaissent, comme on va le voir, des sites transmembranaires ou
péri-membranaires. Il est important de noter que les deux voies de maturation de I’APP sont
physiologiques, la voie non-amyloidogéne comme la voie amyloidogene (Sambamurti et al.,
2002). C'est la prédominance de la derniére voie sur la premiére qui est pathologique
(Mattson, 2004; Zhang et al., 2017). Nous envisagerons d’abord les roles des a- et B-
sécrétases, avant d’envisager celui de la y-sécrétase qui intervient dans les deux voies. |l existe
aussi une voie de traitement de I’APP, dite non canonique (Nhan et al., 2015) qui sera traitée

dans une section séparée.

34



L’ensemble des données qui suivent est illustré dans la Figure 4.

2.2.1.1. Traitement du précurseur du peptide béta-amyloide par la voie de

I'alpha-sécrétase : la voie non amyloidogene.

L’AB est produite dans le RE et le RTG. Mais I’APP peut étre transporté dans des
vésicules sécrétoires dérivées du RTG a la surface de la cellule. Il y est alors clivé par 'a-
sécrétase en un produit soluble appelé APP soluble alpha [sAPPa] ou bien réinternalisé, et il
suit alors le chemin de la dégradation par la voie du systeme des endosomes/lysosomes. Il a
été suggéré que le peptide AB pourrait étre également produit dans ce systeme. Alors que
I’AB est neurotoxique, le sAPPa est neuroprotecteur. On congoit donc que la distribution
subcellulaire de I'APP est trés certainement un facteur important du processus de
neurodégénérescence. C'est pourquoi la délimitation des mécanismes impliqués dans le trafic
cellulaire de I'APP est absolument déterminante pour la compréhension de la
physiopathologie de la MA.

Le clivage de I’APP par I'a-sécrétase empéche la génération de peptide AB, car la liaison
clivée est celle qui lie la Lys 16 a la Leu 17. L’hydrolyse de cette liaison engendre le sAPPa
[fraction soluble d’APP engendrée par |'a-sécrétase], qui correspond a un grand ectodomaine
de ’APP. La génération de sAPPa est un événement constitutif, mais elle peut étre régulée par
divers agents. L'a-sécrétase est sans doute une endoprotéase liée a la membrane qui clive
I’APP essentiellement a hauteur de la membrane cytoplasmique. L'usage d’inhibiteurs de
protéases appartenant a diverses classes a permis de monter que l'a-sécrétase est une
métalloprotéinase a zinc. Plusieurs membres de la famille des métalloprotéinases ADAM [a
dinsintegrin and metalopeptidase domain] présentent une activité de type a-sécrétase. Il en
existe de nombreux sous-types. On a suggéré que trois d’entre elles pouvaient étre I'a-
sécrétase: ADAM9, ADAMI10 et ADAM17. Comme I'APP, ce sont des protéines

transmembranaires de type I.

2.2.1.1.1. Implication d’ADAM17.

L’ADAM17 est aussi connu sous le nom d’enzyme de conversion du Tumor necrosis
factor-a [TNF-a]. Le domaine extracellulaire du précurseur membranaire du TNF-a est clivé en
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TNF-a soluble par cette enzyme. Des manipulations d’ADAM17 peuvent modifier le clivage a
de I'APP et la génération de peptide AB. Des cellules déficientes en ADAM17 ne peuvent plus
utiliser la voie du clivage a-régulé. ADAM17 est donc tres probablement |'a-sécrétase
responsable de la production régulée de sAPPa. De plus, un inhibiteur d’ADAM 17 empéche
le fonctionnement de la voie régulée de I'activité a-sécrétase dans les neurones humains,
tandis que la régulation négative de I'expression d’ADAM17 au moyen de RNA inhibiteur
[RNAI] n’a pas d’effet sur la voie du clivage a. D’autres études confirment qu’ADAM17 affecte

la production régulée de sAPPa, mais non la production constitutive.

2.2.1.1.2. Implication d’ADAMSO.

La co-expression d’ADAM9 et d’APP promeut la production de sAPPa lors d’un
traitement par un ester de phorbol. Ce résultat suggere qu’ADAMS pourrait avoir une activité
d’a-sécrétase. Cependant le RNAi d’ADAM9 n’a pas d’effet sur la production de sAPPa.

ADAMS interviendrait donc dans la production régulée de sAPPa.

2.2.1.1.3. Implication d’ADAM10.

La surexpression d’ADAM10 augmente le clivage a, tandis qu’une forme dominante
négative de cette enzyme et son RNAi inhibent I'activité de clivage a dans plusieurs lignées et
types cellulaires, y compris les neurones de souris en culture primaire. Chose significative, on
a noté que la génération de sAPPa est pratiquement abolie dans les neurones de souris
présentant une mutation conditionnelle du ggéne ADAM10.0n a également observé une chute
brutale du niveau d’ADAM10 dans les plaquettes de patients atteints de MA sporadique. Cette
chute est corrélative a la décroissance des niveaux de sAPPa retrouvés dans les plaquettes et
le liquide céphalo-rachidien. L'ensemble de ces études suggérent qu’ADAMI10 est l'a-
sécrétase constitutive, active a la surface de la cellule. Cette conclusion n’exclut pas que
d’autres membres de la famille des enzymes ADAM exercent une fonction de clivage a et
soient donc fonctionnellement redondante. ADAM10 a sans doute une importance

prédominante dans le cadre de la MA (Kuhn et al.,2016).
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2.2.1.2.  Traitement du précurseur du peptide béta-amyloide par la voie de la

béta-sécrétase ou voie amyloidogene.

La premiere étape de production du peptide AP est le clivage de I’APP par la B-

sécrétase.

2.2.1.2.1. Implication de la 8-amyloid precusor protein-cleaving enzyme 1.

En 1999-2000 plusieurs groupes de recherche ont identifié une enzyme appelée BACE1
[B6-site amyloid precusor protein-cleaving enzyme 1, encore appelée Asp2 ou mémapsine2]
gu’ils ont identifiée a la principale B-sécrétase. BACE1 est le nom le plus commun de cette
enzyme. C'est une aspartyl-protéase possédant un domaine transmembranaire de type | prées
de son extrémité carboxyterminale. La surexpression ou la régulation négative de |’expression
de BACE1 induit ou supprime le clivage de I'APP aux sites B identifiés, Aspl et Glull
respectivement. Des études conduites in vitro avec des peptides synthétiques confirment la
localisation du clivage de I’APP par BACE1 a ces sites. Ces résultats montrent de facon
convaincante que BACE1 est bien la B-sécrétase impliquée dans le métabolisme de I’APP. Son
activité, pense-t-on, est le facteur limitant de la production d’AB a partir d’APP.

BACE1 est donc capable de cliver I’APP a son site B (en 1 et en 11 comme on vient de
la dire ; numérotation de I’AB; Vassar et al., 1999). Mais la protéase reconnait aussi des
homologues de I’APP, APPLP1 et 2 (sans qu’il en résulte une production d’AB), une
sialyltransférase résidant dans |'appareil de Golgi, ST6Gall (Kitazume et al., 2001), une
protéine impliquée dans I'adhésion cellulaire, PSGL1 [P-selectin glycoprotein ligand 1]. Dans
les neurones, BACE1 est localisée dans les axones et les boutons terminaux présynaptiques
(Kandalepas et al., 2013). Son transport axonal est régulé par des variations de niveaux de la
calsynténine 1 (Steuble et al., 2012; Vagnoni et al., 2013), de rétromere vps35 [vacuolar
sorting protein 35] (Wen et al., 2011), de Rab 11 et de protéines a domaine d’homologie Eps15
[epidermal growth factor receptor substrate 15] (Buggia-Prévot et al., 2013). L’augmentation
de la concentration de BACE1 aux sites synaptiques peut conduire a augmenter la sortie d’Ap
a hauteur des terminaisons synaptiques et faciliter ainsi la formation de dépo6ts amyloides

(Sadleir et al., 2016). Il a été développé de tres puissants inhibiteurs de BACE1 et ils ont été ou
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sont étudiés en phase II/Ill dans des essais en cours (Chris Min et al., 2018; Dobrowolska
Zakaria and Vassar, 2018; Ghosh and Tang, 2015; Oehlrich et al., 2014; Yan, 2016).

Un plus grand précurseur, pro-BACE1, est modifié par glycosylation et
phosphorylation, puis clivé par une endoprotéase de type furine (Bennett et al., 2000) ; il
engendre alors la BACE1 mature. BACE1 exige un environnement acide pour exprimer une
activité optimale. Comme on s’y attend, la BACE1 surexprimée dans diverses cellules pré-
mitotiques est retrouvée principalement dans I'appareil de GOLGI précoce, dans |'appareil de
GOLGI tardif/fendosomes précoces et dans les endosomes, qui justement fournissent un
environnement acide. Les mécanismes régulant le trafic et I'activité de BACE1 ne sont pas
encore entierement élucidés. On notera simplement que BACE1l subit de nombreuses
modifications post-traductionnelles, dont des sulfatations, des palmitoylations, des N-
glycosylations et la formation de trois ponts disulfures.

L’activité de BACE1 est trés dépendante de son environnement lipidique. Ainsi, les
glycosphingolipides neutres (cérébrosides), les glycérophospholipides anioniques et les
stérols (cholestérol) induisent directement une augmentation de I'activité de I'enzyme alors
gue d’autres lipides, comme les céramides, agissent plutot sur la stabilité de I'enzyme (Lu et
al., 2019; Mielke et al., 2014). Les uns et les autres contribuent in fine a augmenter I'activité p-
sécrétase globale. Inversement, I'interaction de BACE1 avec certaines protéines entraine une
baisse de son activité (sorLA/LR11 par exemple). La modulation du trafic de I'enzyme est
également un moyen d’en réguler 'activité. BACE1 possede des séquences d’adressage vers
certains compartiments subcellulaires, mais ces signaux sont modulables par certaines
modifications comme la phosphorylation de S498 qui en modifie I'interaction avec la protéine
cargo.

Il n’a pas encore été découvert de mutations du gene BACE1 susceptible d’étre
impliquées dans le développement de la MA (Cruts et al., 2001). Mais il est établi que I’activité
de la B-sécrétase augmente significativement dans les cerveaux de patients atteints de formes
sporadiques de MA (Fukumoto et al., 2002; Holsinger et al., 2002). Le role physiologique de
cette augmentation d’activité présente aussi chez le sujet sain non dément, et retrouvée au
cours du vieillissement cérébral normal chez la souris, ou le singe, n’est pas encore élucidé
(Fukumoto et al., 2002).

Le géne BACE1 est porté par le chromosome 11. Son promoteur comporte de

nombreux éléments de réponse a différents facteurs de transcription, dont ceux qui active
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Sp1 [specific protein 1], GATA-1 [Globin Transcription Factor 1], AP1 [adaptator protein 1], AP2
[adaptator protein 2], CREB [C-AMP Response Element-binding protein], ainsi que les
récepteurs des oestrogénes et des glucocorticoides. De méme NFkB [nuclear factor-kappa B],
STAT1 [Signal transducer and activator of transcription 1], HSF-1 [Heat shock factor 1], HIF-1
[Hypoxia Inducible Factors 1] peuvent également s’y lier. |l convient de remarquer que nombre
des sites précités sont activés lors de stress cellulaires. De plus, on observe une intense
réaction inflammatoire dans le cerveau des patients atteints de MA, laquelle pourrait induire
indirectement une hausse de I'expression de BACE1l consécutivement a la production de
cytokines pro-inflammatoires.

Au cours du vieillissement, NFKB est augmenté aussi bien chez les malades que chez
les sujets sains. De plus le traitement de cellules HEK293 par de I’AB se traduit par une
régulation positive de I'expression de NFkB qui se traduit ensuite par augmentation de la
transcription de BACE1 (Chami et al., 2012). L’'ensemble de ces données mettent en évidence
I’existence d’une boucle de régulation positive reliant la hausse de production de NFkB a celle

de BACE1 qui en retour augmenterait encore la production de ce facteur et de la B sécrétase.

2.2.1.2.2. Implication de la 8-site amyloid precusor protein-cleaving

enzyme 2

Une autre protéase, BACE2, homologue de BACE1L, et dont le géne est localisé en
21q22.3, région critique dans la survenue du syndrome de Down [DS] ou trisomie 21, semble
étre impliquée dans I'activité de clivage B. Le DS est, lui aussi, associé a I'accumulation de
peptide AB. La localisation du géne BACE2 a suggéré qu’il existait un lien entre BACE2 et le
traitement cellulaire de I’APP. Mais BACE2 est beaucoup moins efficace dans cette fonction
que BACEL. En effet, elle coupe aussi 'APP prés du site de clivage a et beaucoup plus
efficacement qu’elle ne le fait pour le site . BACE1 est donc la principale B-sécrétase, mais il
n‘est pas exclu que BACE2 puisse contribuer a la physiopathologie de la MA. Des souris
knockout [KO] pour BACE2 sont globalement saines. Une double déficience en BACE1 et BACE2
augmente la létalité du phénotype de souris KO pour BACEL. Il y aurait donc une légéere

redondance fonctionnelle des deux enzymes.
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2.2.1.2.3. Implication de la cathepsine B.

Outre BACE1 et BACE2, la cathepsine B a été aussi présentée comme une B-sécrétase
supplémentaire. L'inhibition de la cathepsine B, en effet, réduit la production d’AB in vivo et

in vitro. Mais ce role de B-sécrétase demande a étre validé en profondeur.

2.2.1.3.  Production de précurseurs solubles béta de la protéine précurseur du

peptide béta-amyloide.

Lors du clivage B, I'ectodomaine de I’APP est libéré sous la forme de précurseur soluble
béta de la protéine précurseur du peptide béta amyloide [SAPPB]. Cette forme ne différe du
sAPPa que par I'absence de la région 1-16 a son extrémité carboxyterminale. Elle fonctionne
cependant comme un ligand du death receptor 6. Elle est responsable de la mort des neurones

et de la disparition progressive des neurites.

2.2.1.4.  Production des fragments carboxyterminaux alpha et béta.

Apreés les clivages alpha et béta, les fragments carboxyterminaux a et B de I’APP [aCTF
et BCTF] restent associés a la membrane cytoplasmique et seront ultérieurement clivés par la
y-sécrétase. Comme les CTF de I’APP sont des produits intermédiaires, leurs fonctions ont été
moins bien caractérisées. Cependant la surexpression du BCTF a des effets cytotoxiques et
provoque la mort des neurones peut-étre en perturbant la transduction du signal convoyé par
I’APP. Les effets cytotoxiques du BCTF sont peut-étre dus aux produits de clivages terminaux
engendrés par la y-sécrétase et par une caspase, au nombre desquels figureraient I’APP
intracellular domain [AICD], C31 et Jcasp. Il se pourrait que le BCTF régule la délivrance de la
y-sécrétase a la surface de la cellule, par liaison directe enzyme-substrat. L'aCTF pourrait aussi

posséder ces propriétés, car c’est aussi un substrat de la y-sécrétase.
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2.2.1.4.1. Traitement des fragments carboxyterminaux par la voie de la

gamma-sécrétase.

L’aCTF ou le BCTF sont ensuite clivés par la y-sécrétase, qui engendre, respectivement,
le fragment p83 et le peptide AB. Il s’agit la d’'une protéolyse trés particulieére, dans la mesure
ou le site de clivage se situe au coeur de la membrane, un environnement hydrophobe, a priori
peu propice a la protéolyse. Ce clivage est du type RIP [regulated intramembrane proteolysis]
et fait intervenir un ensemble de protéases appelées I|-CliPs [Intramembrane-cliving
proteases] qui comprend, outre la y-sécrétase, les protéines SPP [signal peptide peptidase],
S2P [site-2 protease] et les rhomboides. Le premier substrat des I-CliPs a avoir été identifié a
été la protéine SREBP [pour sterol responsive] impliquée dans le métabolisme des acides gras
et des stérols. Dans une situation de déplétion en cholestérol, SREBP est transportée vers
I’'appareil de Golgi ou elle subit successivement deux clivages : le premier se fait a hauteur de
la lumiére et le second se fait dans la membrane. Le clivage intramembranaire est opéré par
S2P qui libere un fragment cytosolique. Aprés translocation dans le noyau, ce fragment soluble

est susceptible d’activer la transcription de genes cibles.
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Figure 4 : Clivage séquentiel de la protéine précurseur du peptide béta-amyloide.

D’aprés (Nhan et al., 2015) (a) Voie non-amyloidogeéne. Les protéines de la famille de I'’APP présentent de grands ectodomaines
aminoterminaux, biologiquement actifs ainsi qu’un plus court domaine carboxyterminal qui contient une séquence cruciale, Tyrosine-Acide
glutamique-Asparagine-Proline-Thréonine-Tyrosine [YENPTY] qui constitue un domaine de tri (a sorting domain) auquel se lient les protéines
adaptatrices X11 et Fe65. Le peptide AB commence dans I'ectodomaine et continue dans la région transmembranaire. C’est I'a-sécrétase
qui réalise le travail de production de le sAPPa.

(b) Voie amyloidogene. Sont impliquées dans cette voie la 8-sécrétase ou BACE1, d’abord, puis dans un deuxiéme temps la y-sécrétase.

Les deux processus produisent des ectodomaines solubles, le SAPPa et le SAPP8, et un fragment carboxyterminal intracellulaire identique

dans les deux cas, I’AICD.
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S2P est transmembranaire et possede toutes les propriétés d’une métalloprotéase a
zinc (Rawson, 2013). Les SPP appartiennent a la deuxieme famille des I-CliPs. Ce sont
également des enzymes transmembranaires qui possédent un signal de rétention dans le RER.
Il s’agit d’aspartyl-protéases possédant deux résidus aspartyls au sein d’une séquence
consensus formant le site catalytique, localisée au milieu de deux segments
transmembranaires. Les rhomboides forment la troisieme famille des I-CliPs. Le membre
fondateur de cette famille est rhomboid-1, découvert chez la Drosophile (Urban, 2006). Les
rhomboides sont des protéases a sérine. lls ont pour particularité de ne pas exiger que leur
substrat ait subi un clivage préalable pour les protéolyser. Il semble que les rhomboides
requierent une spécificité de séquence.

De toutes les protéases intramembranaires, la y-sécrétase est de loin la plus étudiée,
et ceci en raison du réle qu’on lui attribue dans la physiopathologie de la MA. Contrairement
aux autres I-CliPs, I'activité y-sécrétase est portée par un ensemble multiprotéique complexe
de haute masse moléculaire [MM)] (Fig. 5). Le complexe porterait une activité aspartyl-
protéase (Wolfe, 2010), dont les deux résidus aspartyls, supposés étre impliqués dans la
catalyse, sont portés par I'un par des composants du complexe, la préséniline [PSé] (Wolfe et
al.,, 1999a). On verra plus bas que cette affirmation peut étre discutée bien qu’elle soit
couramment admise.

Nombre de preuves biochimiques semblent indiquer que I'activité y-sécrétase réside
en au moins quatre composants : la préséniline [PSé, PSé1 ou PSé2], la nicastrine, le facteur
anterior pharynx-defective-1 [APH-1], et 'augmenteur de la préséniline 2 [PEN-2 ; presenilin
enhancer 2] (Edbauer et al., 2003). En effet, la co-transfection des quatre partenaires a une
levure (qui ne possede pas d’activité y-sécrétase) suffit a I'y créer. Inversement, I'invalidation
de I'un ou l'autre des quatre partenaires réduit drastiquement la production d’AB (Francis et
al., 2002). La formation du complexe a lieu trés t6t dans la voie de sécrétion (Capell et al.,
2005). L'assemblage des quatre partenaires est séquentiel. Et il n’existe qu’un exemplaire de
chacun d’eux dans le complexe (Sato et al., 2007). Dans I'un des modeéles d’assemblage
proposés, la nicastrine s’associe d’abord avec APH-1 (Shirotani et al., 2004), puis cet ensemble
stabilise la PSé sous sa forme intacte; le complexe ternaire recrute alors PEN-2, et ce
recrutement va permettre la maturation de la PSé. Elle se fait par clivage de I’holoprotéine en
deux fragments carboxy et aminoterminaux. Il en résulte la formation d’un hétérodimére de

ces deux fragments, entité biologiquement active des PSé au sein du complexe (Wolfe, 2010).
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Il existe deux homologues de la PSé chez les Mammiferes, PSé1 et PSé2. Des mutations
dans ces genes, et tout spécialement, dans le géne PSé1, sont les responsables de la majorité

des cas familiaux de MA.

2.2.1.4.1.1. Les présénilines.

Les PSé sont des protéines a multidomaines transmembranaires ; le nombre exact de
ces domaines n’est pas clairement déterminé. Les PSé naissantes subissent un clivage
endoprotéolytique. Le fragment aminoterminal [NTF] et le fragment carboxyterminal [CTF]
résultants forment un hétérodimere. Les PSé possedent deux résidus aspartyls hautement
conservés, indispensables semble-t-il a I’expression de [I'activité y-sécrétase. Les
hétérodimeres NFT/CTF de la PSé1 sont liés par des inhibiteurs d’analogues de transition de
la y-sécrétase. Cet effet suggere que les PSé sont vraiment les éléments catalytiques centraux

de cette enzyme. Ce point a été confirmé par des essais conduits in vitro.

a. La préséniline 1.

Le géne codant la PSé1 a été identifié chez 'homme en 1995. Il est localisé sur le
chromosome 14. Il s’est trouvé associé a une forme familiale de MA quand il est porteur de
mutations (Citron et al., 1997). La région promotrice minimale du géne ne comprend que 28
paires de bases, mais comporte un site de liaison pour les protéines Ets [E-twenty six] et un
site de liaison pour CREB (Mitsuda et al., 2001). Le facteur de transcription p53 agit comme un
répresseur du promoteur de PSé1 (Pastorcic and Das, 2007).

On connait aujourd’hui plus d’une centaine de mutations du gene PS1. Elles sont toutes
dominantes et sont impliquées dans plus de 80 % des formes familiales de MA. Il s’agit en
général de formes trés agressives, de déclenchement précoce (entre 25 et 30 ans). La PSé1 est
exprimée dans le SNC ainsi que dans les tissus périphériques. Il s’agit d’'une protéine tres
conservée au cours de I’évolution dont on a trouvé des genes orthologues aussi bien chez le
nématode Cenorhabditis elegans (Levitan and Greenwald, 1995) que chez la mouche du

vinaigre Drosophila melanogaster (van de Hoef et al., 2009).
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Dans la cellule, la PSél est principalement localisée dans les membranes
intracellulaires de I'enveloppe périnucléaire, dans les membranes du RE et dans celles de
I'appareil de Golgi (De Strooper et al., 2012; Hashimoto and Saido, 2018). De plus faibles
guantités en ont été toutefois détectées dans la membrane plasmique (Kaether et al., 2004)
ainsi que dans celle des lysosomes (Pasternak et al., 2003). Le marquage de coupes de cerveau
par des méthodes immunohistochimiques a permis de montrer que la PSé1 est exprimée dans
les neurones et les cellules gliales (Agca et al., 2016; Kovacs et al., 1996). La PSé1 est une
protéine transmembranaire de 467 AA. Les auteurs discutent encore sur le nombre réel de
segments transmembranaires qu’elle comporte. La protéine en effet possede dix segments
hydrophobes et deux domaines hydrophiles, de sorte qu’il a été décrit des modeéles a six, sept,
huit et méme neuf domaines transmembranaires (Laudon et al., 2005; Spasic et al., 2006).
Dans le cas du modéle a huit domaines transmembranaires qui a prévalu jusqu’a un passé trés
récent, les extrémités aminoterminale et carboxyterminale de la protéine, ainsi qu’une grande
boucle située entre les domaines 6 et 7 sont réputées étre intracellulaires (De Strooper et al.,
2012; Thinakaran, 2001). Dans le modele a neuf segments transmembranaires (Fig. 6),
I’'extrémité aminoterminale et la boucle située entre les domaines 6 et 7 sont cytosoliques, et
I'extrémité carboxyterminale est extracellulaire (Spasic et al., 2006). La boucle cytosolique
comporte un court fragment hydrophobe qui pourrait étre attaché a la face interne de la
membrane (Nakai et al., 1999).

La PSé1 (49 kDa) subit un clivage a hauteur de sa boucle cytoplasmique soit entre les
AA 292 et 293, soit entre les AA 298 et 299. La protéase responsable de cette coupure a recu
le nom de présénilinase (Podlisny et al., 1997; Thinakaran, 2001), mais elle est toujours
inconnue ! Consécutivement a cette coupure, un fragment aminoterminal, NTF (28 kDa) et sa
contrepartie carboxyterminale, le CTF (18 kDa) s’apparient et forment un hétérodimére qui
est la forme active de la PSé ou des PSé au sein du complexe y-sécrétase (Capell et al., 2005).
On a supposé que le clivage des PSé était essentiel a 'activité de la y-sécrétase. Il semble
toutefois que ce phénomene ne soit pas prérequis. En effet I'abolition du clivage par mutation
dirigée des sites de coupure ne modifie pas la production d’AB (Steiner et al., 1999). En outre,
la mutation d’un site accepteur d’épissage du gene PSé1 conduit a la production d’un mRNA
amputé de I'exon 9, et d’'une protéine dépourvue d’une partie de la boucle cible de la

présénilinase. Cette forme tronquée de PSé1l n’est pas clivée, elle conserve toutefois une
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activité biologique et elle est méme responsable d’une forme familiale de MA (Perez-Tur et
al., 1995).

L'holoprotéine PSé1 qui ne serait pas intégrée au complexe est rapidement dégradée
par le protéasome apres polyubiquitinylation. Sa demi vie est comprise entre 1 et 2 h (Podlisny
et al., 1997). Les fragments NTF et CTF sont également dégradés par le protéasome mais sous
la forme intégrée au complexe. lls sont beaucoup plus stables ; leur demi vie est supérieure a
24 h (Steiner et al., 1998).

NTF et CTF sont présents surtout dans I'appareil de Golgi alors que I’'holoprotéine ne
se trouve que dans le RER. Ces faits permettent de situer plus précisément le lieu ou agit la
présénilinase et qui est le complexe lui-méme. Les mutations ponctuelles retrouvées dans
certaines formes familiales de MA ne modifient pas la répartition subcellulaire des fragments
et de I'holoprotéine. En dépit de nombreuses études, |'activité enzymatique responsable de
la maturation des PSé au sein du complexe de la y-sécrétase reste toujours inconnue. On en
est réduit a quelques hypothéses. On a postulé que I'enzyme responsable du clivage des PSé
serait une aspartyl-protéase et plus précisément que cette activité serait portée par les PSé
elles-mémes. En effet (Wolfe et al., 1999b), la mutation des résidus aspartate des domaines
transmembranaires 6 et 7 de la PSé1 abolit I'activité y-sécrétase ainsi que la maturation des
PSé. Le développement d’inhibiteurs de y-sécrétase a permis d’identifier des composés qui
bloquent aussi la maturation de PSé1l. Mais cette propriété ne s’étend pas a tous les
inhibiteurs de y-sécrétase. Il a été montré également (Brunkan et al., 2005) que la co-
expression de la forme sauvage de PSél et de sa forme mutée D257A dans des fibroblastes
préparés a partir de tissu conjonctif de souris invalidés pour les PSé ne se traduit pas par une
protéolyse en trans de la forme D257A par la protéine sauvage. Ces différentes expériences
ont sans aucun doute permis de mieux comprendre le fonctionnement de la présénilinase,
mais elles laissent dans 'ombre et sans réponse certaine la possibilité que les PSé soient des
aspartyl-protéases capables de s’autocliver.

Pour déterminer la fonction de la PSé1, on a comparé les effets des formes sauvages
et mutées, dans des conditions de surexpression. Les embryons de souris déficientes en PSé1l
présentent le méme phénotype que ceux dont le gene notchl a été invalidé (Zhang et al.,
2018). Ces diverses expériences ont permis de mettre en évidence des phénotypes particuliers

associés a des mutations de la PSé1 retrouvées dans des formes familiales de MA.
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La PSé1 est impliquée dans I’'homéostasie calcique de cellules en culture. L’expression
d’une forme mutée de PSé1l entraine une réponse calcique anormalement élevée aprées
traitement par un composé induisant la libération d’ions calcium hors du réticulum
endoplasmique et contribue a augmenter significativement la vulnérabilité des cellules aux
agents toxiques (Guo et al., 1996). Une étude plus récente montre que la PSé1 joue un réle de
canal calcique de fuite et que des mutations impliquées dans des formes familiales de MA
modifient drastiquement cette propriété (Gibson and Thakkar, 2017). La surcharge calcique
du réticulum et de I'appareil de Golgi est a I'origine du relargage excessif d’ions calcium
évoquée ci-dessus.

La PSél est également impliquée dans I'apoptose. Dans sa forme sauvage, elle a un
effet anti-apoptotique ; mais I'expression d’'une PSé1 mutée augmente la sensibilité des
cellules a des agents pro-apoptotiques comme la staurosporine (Kovacs et al., 1999). Cet effet
des PSé1 mutées est confirmé dans d’autres études qui, en outre, montrent que I'effet anti-
apoptotique de la forme sauvage implique des voies de survie cellulaire, telle que la voie des
ERK [extracellular regulated kinases] et la voie de la PI3K [phosphatidyl-inositol-3 kinase] (Kang
et al., 2005). Inversement, la déplétion en PSé1 provoquée par transfection d’antisens en
cellules NT2 entraine une augmentation de I'apoptose (Kang et al., 2017). Il semble que le
fragment carboxyterminal de la PSé1 soit capable, lorsqu’il est surexprimé, de moduler le
clivage de I’APP, en amont des activités B- et y-sécrétases. Cette fonction dépend du niveau
d’expression du fragment, laquelle est controlée par le protéasome.

Pour s’affranchir de la barriere que constitue I'effet Iétal de I'invalidation de ps1 ou
I'absence de PSél, il est possible de créer des souches mutantes conditionnelles pour ce géne.
Chez ces animaux, la déplétion en PSél entraine des déficits cognitifs, des altérations
synaptiques et une mort neuronale dépendante de I'age (Saura et al., 2004). La méme équipe,
dirigée par Shen, montre que linvalidation conditionnelle post-natale de la PSé1l dans le
cerveau, chez une souris transgénique exprimant une forme mutée d’APP, permet de
restaurer la mémoire et I'apprentissage, réduit la production d’Ap et celle de PS et diminue la
réponse inflammatoire associée a I’expression de I’APP mutée. Cependant 'invalidation de Ia
PSé1 ne permet pas de rétablir un fonctionnement synaptique normal. De plus, les effets
bénéfiques de I'invalidation post-natale n’apparaissent que si cette derniére est pratiquée

avant six mois, et ils sont malheureusement transitoires. De toutes ces données, on peut
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conclure fermement que la PSé1 a un role essentiel dans les mécanismes de survie cellulaire

et dans I'expression de fonctions neuronales normales.

b. La préséniline 2.

La PSé2 est codée par un géne localisé chez 'Homme sur le chromosome 1. Elle
présente 67 % d’homologie avec la PSé1 dont elle partage également la topologie. Elle subit
également un clivage que convoie la présénilinase. Elle est également impliquée dans la
production d’AB ; en effet, des cellules dont les génes codant les deux PSé ont été invalidés,
sont capables de produire de I’AB lorsqu’on leur apporte de la PSé2 (Steiner et al., 1999).
Cependant, en dépit de ces similitudes, les PSé1 et 2 présentent de trés notables différences.

La PSé2 est exprimée plus tardivement que la PSé1 au cours du développement
embryonnaire murin (Lee et al.,, 1996). Son gene posséde deux séquences promotrices
distinctes qui sont impliquées dans la régulation de son expression. Le premier site, P1,
intervient dans la production basale de la PSé2 et son activation dépend de Sp1 (Renbaum et
al., 2003). Le second site, P2, contient des éléments spécifiques de régulation neuronale et
deux sites de liaison a Egr-1 [early growth response-1], un facteur de transcription impliqué
dans les processus d’apprentissage et de plasticité synaptique.

La PSé2 est peu exprimée dans le cerveau mais |'est surtout dans les tissus
périphériques. L'invalidation du géne de la PSé2 n’est pas létale (Herreman et al., 1999).
Cependant le phénotype de I'invalidation du géne de la PSé1 est beaucoup plus sévere quand
on y associe celle du géne de la PSé2. Ce fait suggére que la PSé2 participe, méme faiblement,
aux fonctions remplies habituellement par la PSé1l.

Quand elle est mutée, la PSé2 prend un caractére pro-apoptotique, tout comme les
mutations qui affectent la PSél. En revanche, la PSé2 sauvage a un comportement
diamétralement opposé a celui de la PSé1 sauvage ; elle prend un caractere pro-apoptotique
lorsqu’elle est surexprimée (Alves da Costa et al., 2002). Cet effet est porté par le fragment
carboxyterminal résultant de la coupure opérée par la présénilinase dans I’holoprotéine,
indépendamment de sa contrepartie aminoterminale (Alves da Costa et al., 2003). On a peu

étudié les fonctions engagées par la PSé2. On peut toutefois signaler son implication dans la
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régulation du signal calcique dans le muscle cardiaque, ou elle est fortement exprimée

(Contino et al., 2017).

2.2.1.4.1.2. La nicastrine.

La nicastrine est le premier cofacteur de la PSé a avoir été identifié. Elle a été isolée
par co-immunoprécipitation, a partir de cellules humaines, en vertu de son interaction avec la
PSél au sein du complexe y-sécrétase (Yu et al.,, 2000). Cest une glycoprotéine
transmembranaire de type |, comportant 709 AA. Elle posséde une trés courte partie
intracellulaire et un long domaine extracellulaire. Son expression est ubiquiste. Dans la cellule,
la nicastrine se retrouve sous sa forme immature (100 kDa) dans le RER. Elle est glycosylée
dans l'appareil de Golgi, puis sialylée lors de son transport dans le réseau trans-golgien. La
forme mature est retrouvée dans la membrane plasmique, dans la mitochondrie et dans la
membrane des lysosomes. Les modifications post-traductionnelles de la nicastrine
conditionnent ses capacités d’interaction avec les PSé. Celles-ci semblent se lier
préférentiellement a la forme glycosylée (Yang et al., 2002). Toutefois, I'inhibition de sa
glycosylation n’affecte pas I'activité y-sécrétase (Herreman et al., 2003).

L’invalidation du gene de la nicastrine abolit la signalisation Notchl chez C. elegans
comme chez la Drosophile (Hu et al., 2016). Les embryons de Souris dont on a invalidé le géne
de la nicastrine meurent au dixieme jour de la vie embryonnaire et présentent des défauts
dans la segmentation de leurs somites, des malformations caudales et des déficits vasculaires
qui composent un phénotype semblable a celui des embryons de Souris invalidées pour le
géne notchl (Conlon et al., 1995; Donoviel et al., 1999; Huppert et al., 2005).

L'invalidation de la nicastrine déstabilise le complexe y-sécrétase. Elle serait la protéine
de maintien (scaffolding protein) de la structure de ce dernier. Il a été montré que
I’ectodomaine de la nicastrine se lie a I’APP et a Notch qu’elle peut ainsi faire recruter par le
complexe de la y-sécrétase. La nicastrine jouerait le role d’un récepteur de substrats de y-

sécrétase par l'intermédiaire de son long domaine extracellulaire (Shah et al., 2005).
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2.2.1.4.1.3. Le facteur anterior pharynx-defective-1

L’Aph-1 est une protéine d’environ 30 kDa de MM. Elle a été identifiée par criblage
génétique de mutants de la voie de signalisation Notch chez C. elegans (Francis et al., 2002).
Elle possede sept domaines transmembranaires et tire son nom du phénotype observé chez
ce nématode lorsqu’elle n’y est pas exprimée. C'est une protéine tres conservée au cours de
I’évolution. Chez I’'Homme, il en existe deux formes, I’Aph-1a et I'’Aph-1b dont les géenes sont
localisés respectivement sur les chromosomes 1 et le chromosome 15. Du gene APH-1A
peuvent étre engendrées deux isoformes par épissage alternatif, Aph-1al [Long] et AphlaS
[Short], dont I'expression est ubiquiste, quand bien méme la forme courte semble étre
prépondérante. Aphlb est exprimée préférentiellement dans le cerveau. On a identifié un
variant d’épissage qui présente une délétion de I'exon 4 codant le quatrieme segment
transmembranaire (Saito et al., 2005). Ce segment contient un motif GXXXG tres conservé qui
semble étre impliqué dans I'assemblage ainsi que dans I'activité du complexe y-sécrétase (Lee
et al., 2004). La délétion de ce segment entraine une modification conformationnelle tres
importante et ce variant semble moins stable. Chez les Rongeurs, il existe un troisieme géne
Aph-1c qui est une duplication du géne Aph-1b (Hébert et al., 2004). Le rOle des différentes
formes de I’Aph-1 dans le complexe y-sécrétase n’est pas encore clairement connu.

Linvalidation simple ou combinée des genes codant les formes d’Aph-1b et Aph-1c
chez I'animal, n’est pas létale. Les animaux sont viables et fertiles et ils présentent une
diminution de la production d’AB dans certaines aires cérébrales. Mais I'invalidation du géne
Aph-1a conduit a un phénotype proche de celui qui est observé apres invalidation du gene
Notch (Huppert et al., 2005). Les embryons meurent au dixieme jour de gestation. La protéine
Aph-1a est donc la forme préférentiellement impliquée dans le développement embryonnaire
(Ma et al., 2005). L'invalidation de I'une des formes d’Aph ne parait pas avoir d’influence sur

I’expression des autres formes (Saito and Araki, 2005).

2.2.1.4.1.4. Le presenilin enhancer-2.

Comme Aph-1, Pen-2 a été identifié par criblage génétique (Francis et al., 2002). C’'est
une petite protéine de 12 kDa de MM. Elle est d’expression ubiquiste. Elle comporte deux

domaines transmembranaires, une boucle cytosolique et des extrémités amino et
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carboxyterminale orientée vers la lumiére des organites intracellulaires. L’expression de Pen-
2 est régulée par CREB (Wang et al., 2006). Le promoteur du géne PEN-2 comporte des sites
de liaison putatifs pour différents facteurs tels activator protein 1, ATF-6 [activating
transcription factor 6], c-Rel [oncogene cellulaire de la réticuloendothéliose], et HIF-1 [hypoxia
inducible factor-1]. PEN-2 est codé par le chromosome 19. L’étude d’une cohorte de 789
patients américains a montré qu’il n’existe aucune corrélation entre les mutations de PEN-2
et I'apparition de MA (Bertram and Tanzi, 2012). Néanmoins, on a retrouvé une mutation de
Pen-2 (D90N) chez un patient atteint d’'une forme familiale de MA, bien que cette mutation,
qui affecte une zone critique pour l'interaction de la molécule avec les autres composants du
complexe y-sécrétase, n’ait aucun effet sur le métabolisme de I’APP (Sala Frigerio et al., 2005).
Cette interaction se fait par l'intermédiaire de |’extrémité carboxyterminale de Pen-2,
porteuse d’un motif DYLSF (AA 90 a 94), tres conservé dans I'évolution (Hasegawa et al., 2004).

Peu étudiées, les fonctions de Pen-2 sont mal connues et les études se sont limitées a
cerner son role dans le fonctionnement de la y-sécrétase. L’invalidation de I'expression de
Pen-2 au moyen de RNA interférant conduit a perturber la maturation de la nicastrine et des
PSé, et a faire diminuer drastiqguement I'activité de la y-sécrétase (Steiner et al., 2002;
Takasugi et al., 2003). L'invalidation de Pen-2 chez le poisson zébre aboutit a I'apparition d’un
phénotype de type Notch ainsi qu’a une apoptose massive dépendante de p53. La
complémentation avec Pen-2 entiere rétablit un phénotype normal, ce que Ila
complémentation avec Pen-2 amputé de sa boucle cytosolique est incapable de faire
(Campbell et al., 2006). Pen-2 et Aph-1 controlent la mort cellulaire dépendante de p53 dans
les cellules TSM1 d’origine neuronale — il s’agit d’apoptose et non de nécrose — a condition
gue soit maintenue l'intégrité structurale du complexe y-sécrétase; cette activité anti-

apoptotique ne dépend pas de I'exercice de I'activité protéolytique (Dunys et al., 2007).

2.2.1.4.1.5. Autres facteurs impliqués dans 'activité de la gamma-

sécrétase.

En plus des quatre composants qui viennent d’étre passés en revue, plusieurs autres

facteurs pourraient encore intervenir dans la constitution du complexe y-sécrétase. Mais ils

jouent un role modulateur et non pas un réle critique. C’'est ainsi qu’on a identifié prés d’une
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guarantaine de protéines dont certaines peuvent moduler la production de peptide amyloide.
Trois d’entre elles méritent une courte description.

Le CD147 est une glycoprotéine transmembranaire de type |, d’environ 50 kDa de MM ;
elle possede un court domaine intracellulaire de 40 AA et un grand domaine extracellulaire.
Elle interagit avec les quatre composants essentiels du complexe y-sécrétase. La régulation
négative de son expression par des RNA interférants augmente la production d’AB, mais sa
surexpression n’a aucun effet sur cette derniére (Zhou et al., 2005). Les effets du CD147 sur la
production des AICD restent a déterminer.

La TMP21/23 [transmembrane protein 21/23] se lierait au complexe y-sécrétase et
régulerait le clivage y, mais non le clivage €, par l'intermédiaire de son domaine
transmembranaire. Mais ce résultat demande a étre confirmé. Il semblerait que TMP21/p23,
qui appartient a la famille des protéines cargo p24, soit impliquée dans la régulation du trafic
vésiculaire entre le RER et I'appareil de Golgi, qu’elle influence le trafic de I’APP et par
conséquent la production de peptide AB. Elle est co-immunoprécipitée avec le complexe y-
sécrétase endogene et associée a des complexes de haute MM (Pardossi-Piquard et al., 2009).
La surexpression de TMP21 ne module pas I'expression de NICD, d’AICD (C50) ni du reste celle
d’AB. Mais sa déplétion augmente la production de ce dernier, sans affecter celle de I’AICD
(C50) ni celle du NICD. L'ensemble de ces données confirment la dichotomie fonctionnelle

entre les activités responsables de la production des ICD (clivage €) et I’activité y-sécrétase.
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Nicastrin

Presenilin

CTFP
Figure 5 : Structure du complexe de la gamma-sécrétase.

D’apreés (Xu, 2009)). Le complexe de la y-sécrétase est constitué de quatre protéines membranaires intégrales. La PSé (PSé1 ou PSé2 ; brun),
qui comporte 9 domaines transmembranaires, la nicastrine (bleu) qui n’en a qu’un, APH (rouge orangé) qui en a 7, et PEN-2 quien a 2. Le
substrat, CTF8 (jaune) est également représenté. Lors de sa maturation, la PSé subit une endoprotéolyse. Les fragments résultants restent

associés. Les deux résidus Aspartate conservés (D) dans les 6 et 7¢ domaines transmembranaires adjacents, sont essentiels a I'expression de

I'activité y-sécrétase. La nicastrine mire posséde un ectodomaine hautement glycosylé a son extrémité aminoterminale.

La protéine activatrice de la y-sécrétase [GSAP pour gamma-secretase activating
protein] est un cofacteur de découverte récente. La GSAP augmente sélectivement la
production de peptide AB par le biais d’une interaction avec la y-sécrétase et son substrat, le
CTF (He et al., 2010).

D’autres protéines interagissent avec le complexe y-sécrétase et modulent la
production d’AB. Mais elles semblent agir sur le trafic endocellulaire du complexe et de ses
substrats plutot que sur I'activité enzymatique du complexe (Verdile et al., 2007). Le r6le exact
de tous ces cofacteurs demande a étre vérifié.

La structure probable du complexe y-sécrétase est présenté Figure 5.
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2.2.14.1.6. Hétérogénéité des complexes y-sécrétase.

Il existe deux formes d’Aph-1 (Aph-1a et Aplh-1b) et deux PSé (PSé1 et PSé 2). Si I'on
considere que les membres formant le complexe y-sécrétase y sont présents en un seul
exemplaire, un simple calcul conduit a supposer qu’il en existe au moins six formes différentes,
en ne tenant pas compte des cofacteurs. Si les six types possibles sont réellement formés et
sont fonctionnels (Ebke et al., 2011), il est probable qu’un nombre plus élevé de complexes
sont effectivement formés en raison de I'existence des cofacteurs susceptibles de leur étre
associés. Effectivement, le complexe y-sécrétase actif se retrouve en des formes de MM tres
diverses, qui vont de 250 kDa pour les plus petites a 600 et méme 2000 kDa pour les plus
grandes (Farmery et al., 2003; Kimberly and Wolfe, 2003). Il s’agit |a de tailles trés supérieures
a la taille théorique que I'on obtient en faisant la somme des MM des quatre partenaires du

complexe, qui avoisine les 200 kDa.

2.2.1.4.1.7. Localisation subcellulaire du complexe de la gamma-

sécrétase.

Il est pratiquement démontré que le complexe y-sécrétase réside essentiellement dans
le RER, l'appareil de Golgi, le RTG [réseau transgolgien] et dans les compartiments
endocytaires et intermédiaires, qui pour la plupart ne sont pas les localisations subcellulaires
majeures de I’APP. En plus de sa fonction de clivage du CTF, le complexe y-sécrétase clive toute
une série de protéines transmembranaires responsables de tres importantes fonctions, et

notamment : Notch, la cadhérine, la tyrosinase, ErbB4, CD44.

2.2.2. La voie non canonique.

Le terme de voie non canonique est utilisé pour désigner une voie jusqu’ici peu étudiée
et qui fait intervenir d’autres mécanismes de traitement de '’APP. A notre connaissance, il a
été forgé par Nhan et al. (2015), a qui nous empruntons les données qui suivent.

En plus des sécrétases, les caspases, la caspase-3 essentiellement, peuvent en effet
cliver ’APP a la position Asp664 (numérotation des AA de la séquence de I’APP a 695 AA), de

la partie cytoplasmique, lors de I'apoptose. Elle libére alors un fragment constitué des derniers

54



31 AAde ’APP, et appelé C31. Un clivage y supplémentaire engendre le fragment appelé Jcasp
qui contient la région située entre le site de clivage y et le site de clivage de la caspase. En
dépit de quelques résultats initiaux contraires, il ne semble pas que le clivage caspase affecte
le traitement amyloidogéne de I’APP. Cependant, dans le processus neurotoxique induit par
le peptide AB, les caspases activées clivent ’APP et engendre du C31 et du Jcasp qui sont
également neurotoxiques. Il en résulte |'activation d’'une cascade délétere. C31 agirait peut-
étre en formant avec I’APP des complexes capables de recruter des partenaires déclenchant
les signaux reliés a la toxicité cellulaire. En comparaison de C31, Jcasp semble ne jouer qu’un
role mineur dans la cytotoxicité. Il est important de remarquer que le clivage caspase de I’APP
semble étre crucial pour I'expression de la neurotoxicité induite par le peptide AB. Chez la
souris transgénique pour I’APP humaine, une mutation de I’APP a la position Asp664, destinée
a inhiber le clivage caspase, supprime les anomalies synaptiques, comportementales et
électrophysiologiques, quand bien méme les PSé sont encore abondantes dans le cerveau.

Le clivage de I’APP a la position Asp664 est connu depuis 1999. Le motif qui est clivé
est celui que privilégient les caspases-3 et -7 (caspases du groupe Il). La caspase-3 est
probablement celle qui est préférentiellement impliquée dans le développement de cette voie
non canonique, bien que certains auteurs impliquent les caspases 2-, -8, -9 et -12. L’auteur du
fait reste donc encore mystérieux sinon controversé. Ce qui ne I’est pas en revanche, c’est la
fonction neurotoxique de C31, toxicité qui dépend de I’APP (Lu et al., 2003a). La dimérisation
de I’APP conduirait au recrutement des caspases initiatrices de la mort cellulaire (Lu et al.,

2003b).

2.2.3. Biologie du peptide amyloide.

2.2.3.1.  Production physiologique.

L’AB est donc produit par I'action conjuguée de la B-sécrétase et de la y-sécrétase. Le
clivage y conditionne la structure de la partie carboxyterminale des espéces d’AB. En effet,
cette action ne conduit pas a la production d’un seul type d’AB, mais de plusieurs, dont la taille
s’étage de 36 a 43 AA, si I'on considére I'existence de formes tronquées issues des clivages en
17 par I'a-sécrétase ou en 11 par la B-sécrétase. Cependant deux formes principales émergent
de cette apparente complexité : la forme AB1i-40 qui représente environ 90 % de I’AB produit,

et I’AB1-a2 qui représente les 10 % restant. Les autres formes sont trés minoritaires (Gouras et
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al., 2000). La formation et la libération de I'’ABi-a2 consécutive a l'action de la voie
amyloidogene du traitement de I'APP, est le résultat neurophysiologique normal si I'on
considere que le précurseur et ses produits ont un role physiologique a jouer dans le SNC.
Dans la MA, la fonction de I’APP subit un dévoiement, un passage de son traitement non-

amyloidogéne a un traitement préférentiel amyloidogéne (Zhang et al., 2011).

2.2.3.2.  Modification du peptide amyloide.

2.2.3.2.1. Troncations aminoterminales.

Les formes tronquées d’AB sont retrouvées dans les PS de patients souffrant de MA
aussi bien sporadiques que familiales, particulierement, du reste, quand ces dernieres formes
sont liées a des mutations du géne codant la PSé1 (Fernandez et al., 2014; Saido et al., 1996;
Veugelen et al., 2016).

Une premiere forme tronquée en 3 a été identifiée par spectrométrie de masse dans
des PS extraites et purifiées de cerveaux de patients atteints de MA (Mori et al., 1992). Puis
d’autres formes tronquées ont été identifiées dans les cerveaux de malades : ony a découvert
des peptides commencant en 2, 3, 4, 6, 8 et 11 et se terminant en 40 ou en 42. Mais de toutes
ces formes tronquées, les deux prédominantes sont du type AB3-x et AB11-x. Dans le cerveau
de sujets sains, on retrouve essentiellement des formes intactes et une forme commencant
en 11 (Naslund et al., 1994). Ultérieurement, on a aussi identifié une forme commencant en

5, chez des sujets atteints de MA (Takeda et al., 2004).

2.2.3.2.2. Dégradation par des aminopeptidases.

On a soupgonné l'intervention d’aminopeptidase dans les phénomenes de dégradation
de I’AB lorsque I'analyse a permis d’en identifier des formes tronquées qui ne pouvaient pas
étre produites par I'intervention de I'a-sécrétase ou de la B-sécrétase. L'apparition des formes
tronquées commencant en 3 n’est pas liée a un processus normal de maturation de I’APP
(Shirotani et al.,, 2002). Parmi les aminopeptidases candidates, on soupg¢onne

I'aminopeptidase A [APA] d’étre la premiére a jouer ce rble de dégradation. En effet, le
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premier résidu de I’AB est un acide aspartique qui, comme |’acide glutamique, est un substrat
de I'APA.

L’APA a pour réle principal de dégrader I'angiotensine Il en angiotensine Ill par
élimination d’un résidu aspartate. C'est une protéine transmembranaire de type I, de 160 kDa
de MM. C’est une métalloprotéase a zinc qui porte une activité ectopeptidasique. Elle est
exprimée dans de nombreux tissus, dont surtout la bordure en brosse de I'épithélium
intestinal, les cellules épithéliales rénales, I’endothélium vasculaire et le cerveau (Zini et al.,
1997). Résumons : I’APA est un excellent candidat a la transformation des formes d’AB1-x en
formes d’AB2-x.

L’excision du deuxieme résidu, une alanine, conduit a la formation des AB3-x. Les
formes d’AB3-40 et d’AB3-42 représentent 51 % des formes totales d’AB au sein des PS
neuritiques et 11 % dans les dép6ts amyloides vasculaires (Kuo et al., 1997).

L’alanyl-aminopeptidase sensible a la puromycine est fortement suractivée dans le
cerveau de patients atteints de MA (Minnasch et al., 2003). Cette aminopeptidase est
impliquée dans la maturation d’épitopes associés au complexe majeur d’histocompatibilité de
type I. On 'avait pressentie pour étre la B-sécrétase. La suite a montré qu’il n’en était rien, et
al’heure actuelle, son réle dans la maladie n’est pas encore clairement établi. On la soupgonne

de participer au métabolisme de I’AB dans le cerveau des malades.

2.2.3.2.3. Racémisation et isomérisation.

Certains résidus, et plus particulierement les résidus aspartate en 1 et en 7 sont sujets
a la racémisation (Russo et al., 1997). Au sein des PS, les formes isomérisées d’AB se
retrouvent au cceur de l'agrégat (qui est logiquement supposé étre formé le premier). Elles
sont souvent entourées de formes non isomérisées, déposées plus tardivement. De telles
modifications sont a mettre au compte du vieillissement du peptide, car il n’a pas été possible
de mettre en évidence une quelconque activité enzymatique responsable de ce phénomeéne.
Par ailleurs, et de maniére fort intéressante, il a été montré que I'isomérisation du résidu

aspartate en 7 est cruciale pour I'activation du complément.
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2.2.3.2.4. Le motif YENPTY.

Il convient enfin de dire un mot sur le domaine YENPTY (nomenclature uni littérale des
AA), qui est un motif cytoplasmique de I’APP, présent dans plusieurs des fragments de
protéolyse qui viennent d’étre passés en revue. Les animaux invalidés pour le géne de I'APP,
qui par conséquent n’expriment aucun fragment portant le motif, ont un phénotype peu
sévere marqué par une diminution du poids du corps et du cerveau, une réduction des
fonctions locomotrices et de la force d’agrippement, et une diminution de la LTP pour les
animaux les plus agés. Mais la transgénese d’animaux invalidés pour I’APP par un gene d’APP
dépourvu de la région codant le domaine YENPTY ou la totalité du domaine CTF apres action
de l'a-sécrétase (animaux dits Kl [knock-in]) peuvent récupérer une partie des fonctions
perdues par les animaux invalidés pour le géne de I’APP, et notamment, la perte de poids du
cerveau, la force d’agrippement et les déficits de LTP. On ne s’attend pas a de tels résultats si
le motif YENPTY est critique pour I'expression des fonctions physiologiques de I’APP. Et de fait,
il est observé chez ces souris Kl que la fonction primaire de I’APP est portée par le fragment
extracellulaire sAPPa, et qu’elle peut se dispenser de la plus grande partie du CTF, dont le
motif YENPTY. Dans ce contexte, il est trés surprenant de constater qu’une souris Kl par un
géne d’APP Y682G, dans lequel la premiére tyrosine est remplacée par une glycine, présente
un déficit dans son développement, et ceci en absence de dépdbt et d’accumulation d’Ap.
D’autres résultats conduisent a conclure que le motif YENPTY, et plus spécialement la tyrosine
682 joue des roles multiples et contrastés dans les fonctions assumées par I’APP. Par le moyen
de la phosphorylation et déphosphorylation de la Tyr682, il est possible de moduler les
interactions des fragments portant ce motif avec diverses protéines adaptatrices, ce qui

aboutit a des conséquences diverses voire opposées.
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Le Tableau 4 résume les principales données concernant les fonctions des divers

fragments issus du traitement cellulaire de I’APP.

Fonctions normales / propriétés neurotrophiques

Propriétés neurotoxiques

Premier site d’action

(proposé)

cellules non neuronales

Neurotoxicité aprés une injection

intracranienne

Perturbe I'activité des canaux ioniques

et 'homéostasie

FL-APP | Adhésion cellulaire Neurodégénérescence lors de I'over | Espace extracellulaire
expression
Récepteur cellulaire de surface (via le domaine | Changement neurodégénératif de
cytoplasmique) tripliqua d’APP (trisomie 21 chez
'homme et trisomie 16 chez la souris)
Promoteur et maintien de la formation de synapses et
Promoteur de la plasticité synaptique
Transporteur de fer
Neuroprotection (de la toxicité du glutamate et de I’AB)
ABs Facteur de transcription Inhibition de la LTP et de la | Espaces extracellulaire
transmission synaptique par le faible | etintracellulaire
Activateur de kinase o N ,
nombre d’oligomeéres d’AB soluble
Transporteur de cholestérol Toxicité synaptique
Anti-microbien Trouble cognitif
Neuroprotection contre le stress oxydant (AB40)
Promoteur de neurogenése et pousse neuritique
(AB40)
p3 Non renseigné Cytotoxique en culture Espace extracellulaire
Promoteur de réponse inflammatoire
sAPPa Propriétés trophiques sur les neurones et les cellules | Dérégulation de la croissance cellulaire | Espace extracellulaire
non neuronales (promoteur d’oncogenése)
et
SAPPB Neuroprotection Stimule I'activation de la microglie
Promoteur de la prolifération de cellules souches Génere des produits pro-
inflammatoires
Améliore les fonctions de la mémoire
CTFa Oriente le systéme loin de la voie amyloidogénique Non renseigné Espace intracellulaire
CTFB Non renseigné Cytotoxique sur les neurones et les | Espace intracellulaire
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Promoteur d’astrogliose

Perturbation de la LTP

Trouble cognitif

AICD Médiateur de I'activité transcriptionnelle Pro-apoptotique Espace intracellulaire et

noyau

L'activité peut étre dépendante de la modification | Activateur de la GSK-3B induisant la

transcriptionnelle du motif YENPTY toxicité

Dégénérescence des neurones

hippocampiques

Induit une activité électrique aberrante

Trouble cognitif

Jcasp Non renseigné Pro-apoptotique Espace intracellulaire

C31 Non renseigné Pro-apoptotique et neurotoxique Espace intracellulaire

Produit apreés clivage de la caspase

Toxicité dépendante de I’APP

Tableau 4 : Propriétés neurotoxiques et neurotrophes du précurseur du peptide amyloide et de ses fragments dérivés.

(D’aprés Nhan et al., 2015.)

2.2.4. Dégradation et élimination des peptides amyloides.

L’AB est continuellement produit et dégradé, et il reste a des concentrations seuils
physiologiques grace a linstauration d’un équilibre dynamique entre production et
dégradation. Un certain nombre d’enzymes sont impliqués dans les processus de dégradation
(Fig. 6).

2.2.4.1. Les différentes enzymes impliquées

2.2.4.1.1. La néprilysine.

La néprilysine [NEP] est une protéine transmembranaire de type I, de 97 kDa de MM.
On la connait aussi sous le nom de neutral endopeptidase, CALLA [pour common acute
lymhoblastic leukaemia antigen], enképhalinase (EC 3.4.24.11). Elle posséde un court
domaine intracellulaire et un grand domaine extracellulaire qui porte le site actif de I'enzyme.
C’est une métalloprotéinase a zinc qui clive préférentiellement les peptides circulant d’une
taille inférieure a 5 kDa. Elle est impliquée dans linactivation de nombreux peptides

biologiquement actifs, comme la substance P, les endorphines, les enképhalines, la
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neurotensine. La NEP est codée par un gene porté par le chromosome 3. Le géne comporte
24 exons et peut produire par épissage alternatif quatre types de molécules.

L’hydrolyse d’ABi-a0 synthétique par la NEP a été observée d’abord in vitro (Howell et
al., 1995). Son réle dans la dégradation de I’AB in vivo est démontré quelques années plus
tard ; aprés injection d’ABi-42 dans le cerveau de rat, il est observé une dégradation endogéene
non négligeable, qui peut étre abolie par un traitement au thiorphan ; il apparait d’ailleurs que
la NEP dégrade préférentiellement I’AB1-42 (lwata et al., 2005). Des souris dont on a invalidé le
géne codant la NEP présentent une augmentation des dépots cérébraux d’ABi40 et 1.a.
Inversement, la surexpression de NEP dans des souris transgéniques servant de modeéle animal
de MA se traduit par une diminution significative de la formation de dépo6ts amyloides (Iwata
et al., 2004).

L’expression de la NEP diminue au cours du vieillissement, et spécialement dans des
zones du cerveau préférentiellement atteintes dans la MA, comme |’hippocampe. La baisse
d’expression peut atteindre 50 % et elle est corrélative a 'augmentation du nombre et de la
taille des PS (Yasojima et al., 2001). Cette baisse d’expression est interprétée comme une
étape clé dans la séquence des événements conduisant a I'apparition des formes sporadiques
de MA.

Inversement, le fragment AICD (C50), issu du clivage € de I'APP, peut réguler
positivement I'expression de la NEP (Pardossi-Piquard et al., 2005). L’AB1-42 est capable
d’induire une augmentation de I'expression et de 'activité de la NEP (Mohajeri et al., 2002).

La cellule aurait ainsi un moyen de limiter la formation des PS.

2.2.4.1.2. L’endothelin converting enzyme.

L’endothelin converting enzyme [ECE] est une métalloprotéinase de 120 kDa de MM.
Son site catalytique est extracellulaire. Mais elle se distingue de la NEP par deux traits. Elle est
active sous forme de dimere et elle n’est sensible qu’au phosphoramidon, contrairement a la
NEP qui, elle, est également sensible au thiorphan (Turner and Tanzawa, 1997). Initialement,
I'ECE a été impliquée dans la conversion de I'endothéline inactive en endothéline active.
Ultérieurement, la substance P, la bradykinine, la neurotensine sont venues allonger la liste

des substrats.
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L’'effet de I'ECE sur I’AB a été démontré en culture de cellules CHO transfectées avec
un vecteur codant cette enzyme. Il a été montré que le milieu de culture de ces cellules
contient moins d’AB1-a0 et d’AB1-42 que le milieu de culture de cellules CHO transfectées avec
un vecteur vide (Eckman et al., 2001). Enfin, des souris dont le géne de I'ECE a été invalidé
voient un accroissement notable de I'accumulation d’AB1.40 et d’AB1-42 par comparaison avec

leur contrepartie sauvage (Pacheco-Quinto et al., 2016).

2.2.4.1.3. L’insulin degrading enzyme.

Linsulin degrading enzyme [IDE] ou insulinase est une protéase a thiol de 120 kDa de
MM. Elle est ubiquiste. On la retrouve essentiellement dans le cytosol des cellules ou a
I'intérieur des peroxysomes, contrairement a la NEP et a I'ECE. Il semble qu’elle reconnaisse
ses substrats grace a leur structure secondaire en feuillet B, structure que I'on retrouve chez
I'insuline, le glucagon ou I'amyline.

L'IDE a d’abord été impliquée dans la dégradation d’AB synthétique in vitro par une
préparation purifiée de cette protéase (Kurochkin and Goto, 1994). Puis il est montré que des
extraits de cerveaux humains peuvent hydrolyser de I’AB synthétique, et que cette hydrolyse
peut étre empéchée si I'on ajoute a la préparation une quantité saturante d’insuline, ce qui
permet de montrer que I'IDE est bien la responsable ; de plus I’hydrolyse est neutralisée par
des Ac dirigés contre I'IDE (McDermott and Gibson, 1997). Des expériences analogues
montrent que des extraits de cerveaux de patients atteints de MA hydrolysent beaucoup plus
malaisément I’AB synthétique que des extraits de cerveaux sains, la diminution de I'activité
hydrolytique pouvant atteindre 50 % (Pérez et al., 2000).

L'IDE participe a la dégradation de I'AB extracellulaire. Comme I'enzyme est
essentiellement cytosolique, on suppose qu’il existe une sécrétion d’IDE responsable de cette
dégradation (Vekrellis et al., 2000). Qu’en est-il alors de I’AB intracellulaire ? Il en existe deux
fractions ; I'une est soluble et associée aux vésicules golgiennes ; I'autre est insoluble et
associée aux membranes. Ces deux fractions sont hydrolysables par une enzyme sensible aux
inhibiteurs de protéases a thiols, mais peu sensible au thiorphan et au phosphoramidon. La
surexpression de I'IDE réduit dans les mémes proportions les deux fractions. Mais,
curieusement, la surexpression de NEP se traduit par une baisse de la fraction insoluble d’AB,

associée aux membranes (Sudoh et al., 2002). Les auteurs de I'étude concluent que I'IDE est
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majoritairement impliquée dans la dégradation de I’AB intracellulaire soluble et insoluble,
tandis que la NEP est impliquée principalement dans la dégradation de I’AB insoluble, ce qui
est conforme a la localisation membranaire de I’'enzyme, mais est moins classique puisqu’il est
admis qu’elle dégrade surtout les peptides circulants. L'implication de I'IDE dans la MA a été
confirmée par des études qui mettent en lumieére le réle aggravant du polymorphisme de I'IDE
(forme IDE2, alléle c), mais dans le seul cadre d’une association avec le génotype APOE4, qui
est lui-méme un facteur prédisposant a la maladie (Bian et al., 2004).

L'expression de I'IDE baisse fortement au cours du vieillissement et son niveau
d’expression est inversement corrélé au nombre de PS. (Caccamo et al., 2005), tout comme

I’expression de la NEP.

2.2.4.1.4. L’angiotensin converting enzyme.

L’angiotensin converting enzyme [ACE] ou enzyme de conversion de I'angiotensine est
capable de cliver I’AB humain entre les résidus 7 et 8 (Hu et al., 2001). L'adjonction d’ACE
purifiée a de I’AB1-a0 synthétique entraine une diminution de la formation des fibrilles a un
niveau identique a celle que I'on observe avec une préparation d’ABs-a0, ou d’un mélange de
fragments 1-7 et 8-40. Par ailleurs la dégradation de I’ABi.a0 par 'ACE a pour effet d’en
diminuer la toxicité.

Ces premiers résultats ont été a la fois confirmés et infirmés par une étude ultérieure
(Sun et al., 2008). L'AB humain et I’AB murin (qui different I'un de I'autre par leurs résidus 5,
10 et 13) sont bien clivés par les formes humaine et murine d’ACE. Mais le clivage ne se fait
pas entre les résidus 7 et 8. L’ACE humaine agit aux mémes sites que I’ACE murine, tant sur
I’AB humain que sur 'AB murin, mais ’ACE humaine est responsable de cinqg clivages

supplémentaires sur les deux espéces d’AP.

2.2.4.1.5. La membrane metallo-endopeptidase like

La membrane metallo-endopeptidase like [MMEL] est une protéine analogue a la NEP ;
on l'appelle aussi NEP2. Il en existe chez la Souris deux isoformes engendrées par épissage
alternatif du transcrit du gene Mmel : 'une, la MMEL-B est sécrétée et I'autre, la MMEL-a est
liée a la membrane. L'isoforme a, tout comme la NEP, est sensible au thiorphan et au
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phosphoramidon et elle est capable de cliver I’AB (Shirotani et al., 2001). Le géne orthologue
humain de Mmel est exprimé entre autres dans le cerveau : la MMEL humaine possede 77 %
d’homologie avec la MMEL murine (Bonvouloir et al., 2001). Chez I’'homme, il en existe trois
isoformes, a, B et & produites par épissage alternatif du transcrit codé par le gene MMEL.
Seule I'isoforme B peut dégrader avec la méme efficacité les APi-ao et 1-42. Le site principal de
clivage est situé entre les résidus 17 et 18 ; il en résulte la libération d’un fragment 1-17 et de
la contrepartie 18-40 ou 18-42, selon le substrat. La MMEL peut aussi, mais dans une moindre

mesure, cliver I’AB entre les résidus 16 et 17 (Huang et al., 2008).

2.2.4.1.6. La plasmine.

La plasmine fait partie de la cohorte des enzymes capables de dégrader I'AB. Elle est
active aussi bien in vitro qu’in vivo. A 'image d’autres enzymes impliquées dans le catabolisme
de I'AB, son immuno-réactivité et son activité sont diminuées dans le cerveau des patients
souffrant de MA (Ledesma et al., 2003).

La plasmine a un fonctionnement particulier. Il semble qu’elle ne participe pas au
maintien d’une faible concentration d’AB soluble dans un cadre physiologique, mais qu’elle
intervienne plutdt dans un contexte pathologique en dégradant les agrégats. Ces derniers, du
reste, sont capable d’activer la plasmine (Tucker et al., 2004). Des souris invalidées pour le
gene de la plasmine ne présentent pas d’agrégats d’AP dans leur cerveau ce qui confirme
I'intervention particuliere de cette enzyme dans la dégradation du peptide (Tucker et al.,
2004).

La Figure 6 résume et synthétise I'’ensemble des données connues sur la dégradation

protéolytique de I’AB.
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Figure 6 : Dégradation enzymatique du peptide amyloide.

D’apres (Wang et al., 2006).

2.2.4.2.  Elimination du peptide amyloide.

L'AB est protéolysé dans les liquides interstitiels cérébraux. Mais outre cette
dégradation enzymatique, il existe des mécanismes de régulation de la concentration d’Ap
libre dans le SNC. lls font intervenir des échanges continus entre le liquide interstitiel, le liquide
céphalo-rachidien [LCR] et le sang qui se font a hauteur de la barriere hémato-encéphalique
[BHE]. Celle-ci ne permet pas la libre circulation des solutés du genre de I’AB ; les transferts
sont donc assurés par des récepteurs.

Les récepteurs du type LRP [pour low-density lipoprotein receptor related protein] sont
impliqués dans le flux sortant ou efflux de I’AB, du cerveau vers B le plasma, tandis que les
récepteurs RAGE [pour receptor for advanced glycation end products] sont responsables du
flux entrant ou influx de I’AB, du plasma vers le cerveau.

LRP1 est impliqué naturellement dans le transport et le métabolisme des protéines
associées au cholestérol et a I’Apolipoprotéine E [ApoE]. Il en résulte la production de peptide
AB qui est alors rejeté dans I'espace extracellulaire consécutivement au recyclage des
vésicules. Mais il peut aussi étre dégradé dans les lysosomes. Bien que la majeure partie de
I’APP doit passer par la voie de la protéolyse superficielle normale, cette étape se déroule tres

rapidement, de sorte qu’a chaque moment de la vie de la cellule, il ne s’en trouve que de trés
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petites quantités a la surface de la cellule. On ne sait pas encore pourquoi une partie de I’APP
est internalisée dans des endosomes alors qu’une autre partie est protéolysée par I'a-
sécrétase, bien que la ségrégation de I’APP et de BACE1 dans des radeaux lipidiques puisse
étre un élément crucial de ce choix. Enfin, pour compléter la boucle du cycle de I’APP, il existe
une communication rétrograde entre les compartiments endosomiques et le RTG. Elle est
convoyée par un complexe de molécules appelé rétromere.

Quatre-vingt pour cents de la libération du peptide AR est bloqué quand on bloque
I’endocytose de surface. En outre, toutes les enzymes semblent étre correctement localisées.
Il est montré que la BACE1 interagit majoritairement avec I’APP dans les endosomes en
conditions natives (avant exposition a la surface de la cellule) tandis que la y-sécrétase est
présente a la surface de la cellule ou elle vient compléter I'activité de I'a-sécrétase et dans les

compartiments endosomiques ol elle compléte celle de la BACE1 (B-sécrétase).

2.2.5. Rbles physiologiques et pathologiques connus ou supposés du
peptide amyloide.

2.2.5.1.  Roles physiologiques.

L’AB est produit en conditions physiologiques, aussi bien par les neurones que par les
cellules non neuronales. Cette production normale ne dépasse pas des concentrations
nanomolaires. A cette concentration, I’AB1.40 posséde des propriétés neurotrophes quand il
est appliqué a des cultures de neurones d’hippocampe de Rat. L’AB1-40 conserve son activité
protectrice jusqu’a des concentrations de 20 pmol/L, tant qu’il reste a I'état de monomere
(Zou et al., 2003). En raison de son role central dans la MA, du moins dans I’hypothése
physiopathologique privilégiée par beaucoup d’auteurs, on peut s’étonner de voir que cette
forme d’AB possede beaucoup d’autres propriétés que celle d’étre neurotoxique. L'AB peut
fonctionner comme molécule de signalisation, comme un facteur de transcription, comme un
régulateur du transport du cholestérol, et comme agent antimicrobien. Mais I'étude de ces
diverses propriétés est rendue tres difficile en raison de la diversité de conformation que I'AB
peut adopter, depuis le monomére jusqu’aux fibrilles en passant par les oligoméres de
diverses MM et les fibrilles. En effet la conformation du peptide peut changer du tout au tout

sa fonction biologique.
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L’AB1-20 inhibe I'oxydation des lipoprotéines dans le LCR et le plasma (Kontush, 2001).
Il manifeste en effet une activité anti-oxydante (Zou et al., 2002). Il est également capable
d’inhiber I'oligomérisation de I’AB1-42 ce qui lui confere un autre aspect neuroprotecteur
(Murray et al., 2009). L'AB1-a0 interagit directement avec I’AB1-42 et bloque son changement de
conformation en feuillet B, une étape essentielle dans la formation des fibrilles. Ces effets
protecteurs de I’AB1-a0 sur la neurotoxicité de I’AB1-42 ont été confirmés en cultures de cellules
et in vivo (Zou et al., 2003). Le rapport des formes 1-40/1-41 conditionne directement les
capacités anti-agrégantes de I'’ABi-40. Les effets protecteurs de ce peptide sont cependant
controversés ; les études qui en font état utilisent des concentrations tres élevées de peptide,
en général supérieure au umol/L. Si ces concentrations se justifient au regard des études des
effets nocifs du peptide, il est difficile de les transposer a I'étude des effets physiologiques,
puisqu’elles ne correspondent jamais a ces conditions. Si dans certaines zones du cerveau de
patients atteints de MA, il est fréquent de retrouver des concentrations d’AB de I'ordre de 1,5
ug par g de tissu, alors que dans les mémes zones cérébrales de sujets sains, elles sont environ
mille fois moindres (2 ng par g de tissu) (Russo et al., 2002).

Il est clair que les effets protecteurs de I'’AB sont imputables a ses formes
monomériques. L’AB1-40, de fait, a des capacités d’oligomérisation réduite en comparaison de

celle de I’AB1-42 (Gulisano et al., 2018).

2.2.5.2.  Roles pathologiques : I'hypothese amyloide de la maladie d’Alzheimer.

2.2.5.2.1. Eléments en faveur de I’hypothése amyloide.

L'AB est I’élément clé de la théorie physiopathologique de la MA, appelée hypothese
amyloide, développée par J. Hardy et G.A. Higgins. Ces auteurs décrivent une cascade
d’événements qui commencent avec une dérégulation de la production d’ApB, se poursuit avec
son agrégation et se conclut par I'apparition de la maladie (Hardy and Higgins, 1992). Dans
cette hypothese, I’AB (quelles qu’en soient les formes 1-40 ou 1-42) est responsable de tous
les maux. Sa surproduction conduirait d’'une part a une accumulation extracellulaire du
peptide suivie de son agrégation et de la formation de PS, et d’autre part a une entrée massive
d’ions calcium dans le neurone, entrainant sa mort, ainsi que I’hyperphosphorylation de la Prt
et consécutivement la formation de DNF. Depuis sa formulation initiale, I'hypothése amyloide
s’est enrichie d’un nombre croissant d’éléments, impliquant I’AB1-42 et des formes tronquées
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d’AB dans les effets pathogeénes des peptides amyloides, ainsi que d’informations provenant
de I'étude des mutations dans les formes familiales de MA.

Les formes familiales, en particulier, se caractérisent toujours par la modulation de la
production d’AB marquée soit par une augmentation globale de sa production, soit par un
renversement du rapport des concentrations AB1.40/AB1-a2 en faveur de cette derniére forme.
De plus, la plupart des mutations des génes des PSé ou de I’APP n’augmentent pas la quantité
globale d’AB produite, mais favorise la production d’ABi-42 au détriment de I’AB1-a0. Or, chez
I’'animal, la concentration en AB1.42 est directement liée a I'apparition des PS. Enfin, il existe
une corrélation entre I’age du déclenchement de la MA et le rapport AB1-40/AB1-42 (Duering et
al., 2005).

Les sujets atteints de trisomie 21 ou syndrome de Down possédent trois copies du géne
de I'APP dans leur génome. lls développent presque invariablement des symptéomes
neuropathologiques de MA. Ceux d’entre eux qui meurent a I'adolescence présentent dans
leur cerveau des PS diffuses abondantes, sans dystrophie neuritique, de la microgliose, de
I’astrocytose et des DNF (Selkoe and Hardy, 2016).

Il est un autre aspect qui vient conforter I’hypothése amyloide, celui des vaccinations.
Les souris transgéniques, modeles de MA, produisant de grandes quantités d’AB et des dépots
de PS typiques ont été immunisées contre le peptide AB afin de leur faire produire des Ac. Ces
animaux, aprés vaccination, présentent une diminution des dépo6ts amyloides, et, plus
intéressant encore, améliorent significativement leurs capacités cognitives (Morgan et al.,
2000). Ces approches vaccinales ont été concluantes chez I'animal. On les a donc tentées chez
I'Homme. Les premiers résultats font état d’'une amélioration du comportement des patients,
d’une baisse du nombre de PS et de bons résultats neurologiques (Carare et al., 2013; Hock et
al., 2002). Mais ces essais ont d( étre interrompus aprés apparition de 18 cas de méningite
dans la cohorte des patients inclus dans I'essai. Depuis, de nombreux groupes
pharmaceutiques ont conduit des essais avec des Ac monoclonaux dirigés contre I'AB, tels le
solanezumab (Eli Lilly) qui se sont soldés par un échec ou le verubecesta (Merck & Co) quin’a
donné aucun résultat sur des patients atteints d’'une MA a un stade avancé. Ce dernier Ac est
en cours d’essai chez des patients atteints de Ma a un stade prodromique (Karran and Hardy,
2014). Actuellement il est essayé sur des patients en phase prodromique, I'adecanumab
(Biogen) qui vise a empécher I'accumulation des PS (Sevigny et al., 2016). Les résultats de

I’étude sont attendus pour 2019.
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2.2.5.2.2. Les limites de I'hypothése amyloide.

En dépit de nombreux éléments en sa faveur, I’"hypothése amyloide présente quelques
limites. La premiére est d’ordre plutét conceptuel. L’hypothese, en effet, fait la part belle au

peptide AB et délaisse quelque peu le role de la Prt hyperphosporylée.

La Prt est normalement localisée au niveau des axones, elle facilite le transport axonal en
interagissant avec les microtubules via des domaines spécifiques de liaison et de favoriser
I'assemblage et la stabilité des microtubules. L'interaction de la Prt avec les microtubules est
régulée par phosphorylation. La Prt est une phosphoprotéine qui contient environ 80 sites
potentiels de phosphorylation (Serrano-Pozo et al., 2011). Dans la MA, la Prt est transféré au
compartiment somatodendritique et subit une hyperphosphorylation provoquant la
formation de DNF.

Sous sa forme hyperphosphorylée, cette protéine désagrége les microtubules, forme
elle-méme des agrégats et provoque la mort du neurone (Rodriguez-Martin et al., 2013). De
plus des mutations de la Prt sont impliquées dans l'apparition de FTD, et il existe une
corrélation directe entre la quantité de DNF et le déclin cognitif. Cependant les Iésions
produites par la Prt ne sont pas spécifiques de la MA ; on les retrouve dans une série d’autres
maladies appelées de maniere générique des tauopathies. De plus I’hyperphosphorylation de
la Prtimpligue nombre d’étapes dont des interactions protéine-protéine et un stress oxydant.
La production d’AB est indispensable a I’hyperphosphorylation de la Prt dans la MA. La
production et I'accumulation d’oligomeres d’AB [ABO] incite au développement d’une triade
neurodégénérative figurée par la perte synaptique, la simplification (ou désorganisation) du
réseau dendritique et la dégénérescence neuronale convoyée par des phénomeénes
dépendants et indépendants de la Prt. L'augmentation d’AB crée un stress oxydant qui aboutit
a cette hyperphosphorylation pathologique de la Prt et a la formation de DNF (Bennett et al.,
2017; Patil and Chan, 2005).

Selon des études récentes, la Prt agrégée peut étre directement transmise de
neurones en neurones (Hall and Patuto, 2012). La propagation transcellulaire de la Prt pourrait
conduire la progression de la MA d'une facon semblable au prion (Chu and Liu, 2018). La
diffusion de la Prt inclut les étapes suivantes : 1) I'assimilation de tau, 2) I'agrégation de tau,

3) la sécrétion et 4) le transfert transcellulaire de tau (Mudher et al., 2017). L'assimilation de

69



la Prt est obtenue via endocytoses clatherine-indépendante et macropinocytoses impliquant
heparan sulfate proteoglycans (HSPG) ou I'APP (Falcon et al., 2018; Holmes et al., 2013;
Takahashi et al., 2015; Wu et al., 2013).

Pour conclure, de multiples preuves viennent soutenir la plausibilité de I’"hypothese
amyloide et lui confére presque un statut de dogme neuropathologique. Toutefois, et toujours
en référence a la citation de Blaise Pascal, il n’est pas démontré que les PS sont responsables
de la MA ; il est simplement démontré que leur apparition coincide avec son apparition. Mais
I’hypothese n’explique pas pourquoi il peut apparaitre de nombreuses PS dans le cerveau de

sujets demeurés parfaitement sains.

2.2.6. Relations entre les fonctions et la conformation du peptide
amyloide.
2.2.6.1.  Les diverses conformations du peptide amyloide.

2.2.6.1.1. Comportement du peptide béta-amyloide en solution.

En solution le peptide AP n’est pas structuré, mais il acquiert une structure B-plissée
par agrégation. La formation d’amyloide par le peptide AB suit une voie de polymérisation et
nucléation, caractérisée par une phase initiale de latence ou dominent les formes
monomériques [M], suivie de la formation d’oligoméres de bas poids moléculaire [BPM] : ce
sont des dimeres, des triméres et des oligoméres < 8-méres.

Puis il se forme un ‘nucleus’ oligomérique riche en structures B. Celui-ci subit une
croissance supplémentaire pour former des agrégats d’ordre supérieur de distribution, de
taille et de forme hétérogéne. Ces intermédiaires riches en structure B-plissée sont appelés
collectivement agrégats préfibrillaires ; ils disparaissent lors de la formation des fibrilles.
Certaines des formes préfibrillaires sont bien décrites. Il faut inclure dans ces formes connues
les protofibrilles (des structures curvilinéaires de moins de 200 nm de long et de 4 a 6 nm de
diametre), les ligands diffusibles dérivés du peptide AB [LDDP] (des agrégats sphériques de 3
a 5 nm de diametre), des assemblages en forme de beignet (diamétre extérieur : 8 a 12 nm;

diameétre intérieur : 2 2 2,5 nm) et les oligomeéres BPM (Fig. 8).
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On ne sait pas si certaines de ces espéces sont des intermédiaires conduisant a la

formation des fibrilles amyloides, ou correspondent a des formes non évolutives.

Figure 7 : Caractérisation d’oligomeres de peptide amyloide 1-42 en microscopie électronique.

a) oligomeres, b) protofibrilles et C1 et C2) fibrilles (D’aprés (Ahmed et al., 2010)).

2.2.6.1.2. Propriétés des agrégats protofibrillaires.

Les agrégats protofibrillaires sont dotés de propriétés caractéristiques distinctives. (a)
Ils contiennent un mélange d’éléments présentant diverses structures secondaires, avec
toutefois une prédominance des structures B-plissées. (b) lls lient des colorants spécifiques
des amyloides, comme le Rouge Congo ou la ThT. (c) Ils sont moins stables que les fibrilles
amyloides et existent en équilibre avec les formes monomériques du peptide AB. En présence
de peptide AB, toutes ces espéces finissent par se convertir en fibrilles amyloides par addition

de monomeres.

2.2.6.1.3. Propriétés des fibrilles amyloides matures.

Les fibrilles amyloides matures sont décrites comme des structures insolubles, riches
en feuillets B, et qui font plus de 1 um de long, un diametre de 8 a 12 nm, et sont composés
de 2 a 6 protofilaments. In vitro, les formes synthétiques et recombinantes de peptide AB
forment des agrégats et des fibrilles amyloides qu’il est impossible de distinguer de ceux que
I'on isole du cerveau des patients atteints de MA. Ce fait suggére que le processus
physiologique de la formation de I'amyloide peut étre reproduit in vitro, et donne du prix et
de la pertinence aux études conduites in vitro pour élucider les mécanismes moléculaires de
la formation de I'amyloide in vivo. La Figure 9 récapitule sous forme schématique I'ensemble

de ces données.
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ADDL Oligomers : HMW and LMW

Monomer (spherical aggregates 3—-5 nm in diameter) (~90 Kda, 2-5 nm and <50 kDa. respectively)

"3 rimer, tetramer, pentamer) (~10- a oligomer (doughnut-like structures; outer diameter 8-12 nm an

(v3-5 kDa) t tet t 10-20 Kd LMW ol doughnut-like struct ter diameter §-12 d
inner diameter 2-2.5 nm)

P r0t0f| br| IS (curvilinear structures less than
200 nm in length and 4-6 nm in diameter)

FI b rl | S Mature amyloid fibrils have been described as insoluble, B-sheet-rich structures that are
more than 1 pm long, 8-12 nm in diameter and composed of 26 protofilament subunits

Figure 8 : Représentation schématique de la formation des plaques séniles.

(D’apres (Callizot et al., 2013)).

2.2.6.2.  Quel type de toxicité pour quelle conformation ?

L’accumulation intracellulaire d’AB est sans doute un événement précoce de la MA.

Elle précede I'apparition des PS (Gouras et al., 2000; Oddo et al., 2006). Mais la corrélation
temporelle et spatiale entre quantité intracellulaire et les autres lésions de la MA (dont les
DNF) n’est pas toujours forte. Voila qui remet en question le statut de précurseur de la cascade
biologique pathologique dont on qualifie souvent ces phénomeénes (Wegiel et al., 2007). Par
ailleurs, ce n’est pas tant la quantité d’AB que son état d’oligomérisation qui affecte de facon
critique, semble-t-il, son pouvoir toxique (Hayden and Teplow, 2013). L’oligomérisation est
I'une des principales modifications conformationnelles subies par I'AB aprées qu’il a été
produit. Les formes oligomérisées, ABO, représenteraient prés de 45 % des espéces d’AB (Kuo
et al., 1996). Dans les oligoméres, extraits des dépobts amyloides vasculaires et des PS, on

trouve des dimeres et des trimeres d’AB formés par une liaison covalente établie entre les
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résidus tyrosines en position. Les liaisons covalentes tyrosine-tyrosine sont tres résistantes a
la protéolyse et elles renforcent la stabilité des PS lors de leur formation.

In vitro, cette oligomérisation est induite par des phénomenes d’oxydation, et plus
précisément, par I'action du cuivre. Mais les phénomenes d’oxydation induits par le cuivre
n’affectent pas I’AB de Rat qui ne possede pas de tyrosine (Atwood et al., 2004). Les
oligomeres d’APB 1-42, formés naturellement (par des cellules transfectées ou dans les extraits
de cerveaux de malades) sont beaucoup plus toxiques (plus de mille fois !) que les oligomeéres
formés a partir d’AB1-42 synthétiques. Le phénomene pourrait s’expliquer par I'absence de
modifications post-traductionnelles du peptide synthétique ou par [I'action de
I’environnement cellulaire, et notamment la présence de partenaires protéiques (Hayden and
Teplow, 2013). Ainsi, le glycosphingolipide GM1, que |'on retrouve dans les membranes
lipidiqgues peut interagir avec I'AB qu’il complexe; il agirait comme un catalyseur
d’oligomérisation pouvant déclencher la mort neuronale via le récepteur du nerve growth
factor [NGF] (Yamamoto et al., 2007; Yanagisawa, 2015).

Les ABO et les protofibrilles d’AB sont toxiques pour les neurones et ils perturbent plus
fortement la plasticité synaptique que ne font les fibrilles (Sakono and Zako, 2010).
L’accumulation intracellulaire d’AB1-42 déclenche une apoptose dépendante de p53 (Ohyagi et
al., 2005). En outre, 'augmentation de la concentration intracellulaire des ions calcium se
traduit par une augmentation de la production d’AB1-42 intracellulaire suivi d’'une importante
mort cellulaire (Pierrot et al., 2004).

La toxicité de la forme ABi-42 pourrait bien étre liée a ses capacités d’agrégation. Les
cinétiques d’agrégation des AB1-a0 et 1-42 sont tres différentes. L’AB1-42 s’agrege beaucoup plus
vite, et la formation d’ABO1.42 s’en trouverait accélérée in vivo. L'ABO est détecté dans le LCR
des patients souffrant de MA ainsi que dans leur plasma, mais I'utilisation de ce marqueur
sanguin pour le diagnostic de la MA est sujet a controverse (Koyama et al., 2012; Savage et al.,
2014; Xia et al., 2009).

L’AB1-22 est supposé devoir sa plus grande toxicité a sa capacité a former des fibrilles
(Walsh and Selkoe, 2007). Bien que les diverses études disponibles portent surtout sur les
formes hautement agrégées d’AB, il y en a qui insistent sur le role joué par de simples diméres
(Shankar et al., 2008). Ainsi, des neurones d’hippocampe provenant de rats traités avec des
dimeres d’Ap isolés directement de cerveaux de patients atteints de MA voient leur LTP [pour

long term potentiation] inhibée, et leur LTD [pour long term depression] accrue, associée du
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reste a une diminution de la densité des épines dendritiques (Shankar et al., 2008). Mais les
auteurs s’accordent pour conclure que les APBO induisent une multitude d’effets
neurotoxiques, dont une réduction de la densité synaptique, une perturbation de la
transmission synaptique, une inhibition de la LTP et une détérioration des fonctions
cognitives. Mais toutes les conformations d’APi.42 ne sont pas toxiques. Son monomere est
neuroprotecteur, particulierement dans des gammes de concentrations de I'ordre de la

pmol/L (Shankar et al., 2007).

Les PS se forment progressivement (Fig. 9). Les monomeres d’AB s’assemblent en
oligomeres, les ABO, lesquels vont ensuite former des protofibrilles. Celles-ci forment les PS
apres avoir acquis la conformation fibrillaire.

On a vu que les monomeéres ne sont pas toxiques (Giuffrida et al., 2009, 2010). Elles
seraient méme protectrices. Les monomeres d’AB peuvent spécifiquement activer CREB, un
point convergeant pour des mécanismes et des voies impliqués dans la mémoire (Zimbone et
al., 2018). Cependant dés que leur concentration atteint un certain seuil, les AB, dont I’AB1-40,
perdent cette propriété protectrice et deviennent toxiques. Nous avons déja signalé que dans
les expériences conduites aussi bien in vitro qu’in vivo pour étudier la toxicité de I’ApB soluble,
ces concentrations sont largement dépassées.

Il est assuré que les ABO sont les plus neurotoxiques de toutes les espeéces
conformationnelles d’AB, en raison de leur capacité a induire un stress oxydatif ou a susciter
une réponse calcique anormale. Les fibrilles et les protofibrilles semblent étre dotés d’une
moindre neurotoxicité. Cependant il existe une mutation dite artic (E22G), responsable d’une
forme familiale de MA qui confére au peptide ABE22G la capacité a former des fibrilles
beaucoup plus rapidement. Des souris transgéniques pour le géne APPE22G forment un
nombre de PS beaucoup plus élevé que leur contrepartie transgénique pour I’APP humain
sauvage, mais elles présentent, paradoxalement, un moindre déficit cognitif ou un déficit
comparable a celui de leur contrepartie transgénique pour I’APP sauvage (Cheng et al., 2007).
Ces expériences confirment donc que les PS ne sont pas I'entité la plus toxique.

Des dépbts diffus sont présents chez le sujet sain et ne sont entourés que de cellules
microgliales quiescentes, alors qu’inversement, les PS sont entourées, pour 80 % d’entre elle,
de cellules activées. La microglie semble donc jouer un réle direct dans la régulation du

nombre de PS, comme le font les macrophages dans le cas d’amyloidoses périphériques. Les
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PS sont formées majoritairement par I'accumulation et I'agrégation d’AB conformés en
feuillets B insolubles (Masters et al., 1985). Ces formes a feuillets B constituent le cceur de la
PS et réagissent, comme on I'a déja mentionné, au rouge Congo, une réaction devenue un
classique en histopathologie. Une couronne d’axones ou de dendrites (neurites) malformés
ou immatures enserre ces PS. De telles atteintes a la structure neuronale peut contribuer aux
signes cliniques de la MA (Marin et al., 2016).

Il convient de signaler enfin que certains auteurs attribuent au PS un ré6le de
mécanisme de détoxification par leur capacité a séquestrer les formes les plus toxiques d’Ap,

i.e. les ABO (Krabbe et al., 2013; Yuan et al., 2016)

2.2.7. Nomenclature des structures formées par le peptide béta-

amyloide.

Il nous parait essentiel de clarifier la nomenclature des structures formées par I'AB,

quitte a ce que cette section soit quelque peu redondante avec ce qui vient d’étre dit.

2.2.7.1.  Amyloide.

Un amyloide est un composé protéique formant des dépots extracellulaires insolubles,
(les PS dans le cas de la MA). Ces dépots sont composés essentiellement d’agrégats fibrillaires
constitués d’une espéce protéique unique, le peptide AB dans le cas de la MA. [ll existe
d’autres types d’amyloides en effet.] Un amyloide est défini par la propriété qu’il a de lier
certains colorants et de leur conférer (ou de prendre) des propriétés nouvelles par cette
liaison : augmentation de fluorescence avec la Thiolane et biréfringence verte avec le Rouge
Congo. Outre la protéine constitutive des fibrilles, les dépots amyloides (les PS par

conséquent) contiennent d’autres protéines, des glycosaminoglycanes et des protéoglycanes.

2.2.7.2.  Fibrille.

Une fibrille est une structure filamenteuse consistant en 2 a 6 protofilaments, visibles

dans les sections transversales de tissus malades, et observée également lors de la formation
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(agrégation) du peptide AB in vitro. Les fibrilles matures sont caractérisées par (a)un

diagramme de diffraction aux rayons X spécifique des structures a feuillets B ; (b) des spectres
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Figure 9 : Structure d’un monomeére de peptide béta-amyloide.

(D’apres (Straub and Thirumalai, 2010)). Structure du monomeére hydraté des fibrilles de peptide AB1-40. L'ombre bleue représente les

molécules d’eau qui sont emprisonnées dans une poche hydrophobe.

de dichroisme circulaire indiquant la présence importante de structures a feuillets 8 ; (c) la
liaison a la Thiolane et au Rouge Congo ; (d) une morphologie filamenteuse caractéristique
(diamétre: 8 a 12 nm; longueur supérieure a 1 um) a l'observation au TEM. Cette

morphologie peut varier en fonction de la solution et des conditions d’incubation.

2.2.7.3. Protofilament.

Le protofilament est une sous-unité structurale de la fibrille mature. Il apparait comme
un fil tordu selon une périodicité donnée et un arrangement hélicoidal. Cette structure ne doit

pas étre confondue avec la protofibrille.

2.2.7.4. Oligomeres.

Le terme d’oligomeéres s’appligue a toute une série d’especes moléculaires, allant des
especes de BPM (diméres, trimeres et tétraméres) aux oligomeres de haut poids moléculaire

[HPM] telles les structures sphériques, en forme de chaine, ou annulaires, ou des structures
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encore plus longues. Les fibrilles sont, par définition, des oligoméres protéiques. Différents
types d’espéces oligomérisées ont été décrit, et se distinguent les uns des autres par leur

composition, leur stabilité et leur poids moléculaires.

2.2.7.4.1. Oligomeres de bas poids moléculaires.

En général, les préparations d’oligoméres de BPM contiennent un mélange d’espéces
oligomérisées, et sont en équilibre avec le monomére de peptide AB, comme l'indique
I’électrophorese en gel dénaturant de polyacrylamide-dodécylsulfate de sodium [SDS-PAGE]
ou les études de réticulation photo-induite. En général, ces espéces ne sont pas visibles au
TEM utilisé selon les méthodes standards. La plus petite espéce d’oligomeéere de peptide AB
qui a pu étre visualisée en microscopie électronique et dont on a pu mesurer la taille fait de
42 a 80 kDa. Les preuves en faveur de I'existence d’oligomeéres de BPM sont tirées des résultats
de I'analyse en gel SDS-PAGE dénaturante, et des expériences de réticulation photo-induite.
Aucune preuve n’indique que ces oligomeéres s’accumulent en forme stable. On ne peut

exclure que les oligoméres de BPM dérivent des oligomeres de HPM.

2.2.7.4.2. Oligomeres de bas poids moléculaires stables au dodécylsulfate

de sodium.

Les oligoméres de BPM stables au SDS (inférieurs a des 8-méres) ont été préparés in
vitro ou isolés de sources naturelles. Ceux qui sont excrétés par les cellules CHO surexprimant
I’APP de type sauvage ou I’APP portant des mutations liées aux MAF, présentent une trés
grande stabilité au SDS et aux dissociations chimiques, tandis que la majorité des espéces
d’oligomeres de BPM recueillis aprés chromatographie d’exclusion sur gel est sensible au SDS,
a moins qu’ils ne soient stabilisés par réticulation chimique. Les oligoméres de BPM sécrétés
naturellement inhibent le phénomeéne de LTP, quand ils sont injectés dans le cerveau du rat,
a des concentrations beaucoup plus faibles que les oligoméres de BPM préparés a partir de
peptide AB synthétique. En dépit des efforts consacrés par diverses équipes de recherche pour
établir I'identité chimique et la vraie stoechiométrie des oligomeéres naturels résistants au SDS
et des agrégats par spectrométrie de masse, les données relatives a cette question manquent
et les tailles habituellement estimées ne sont fondées que sur la mobilité en gel dénaturant.
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2.2.7.4.3. Oligomeres de haut poids moléculaire.

Les oligomeres de HPM sont des oligomeres métastables de peptide AB qui peuvent
étre mis en évidence en microscopie électronique. Leur taille s’étage d’environ 42 kDa a plus

de plus de 10° Da.

2.2.7.4.3.1. Protofibrilles.

Les protofibrilles sont des structures métastables, hétérogenes, riches en structures B-
plissées, et préfibrillaires. Elles ont été observées en TEM et ATM, lors de la formation de
fibrilles amyloides. Différentes préparations de protofibrilles de peptide AP révelent la
présence de mélanges hétérogenes de discrets agrégats B-plissés de tailles (50 a 1 500 kDa)
et de morphologies (structures sphériques : 5 a 20 nm de diamétre ; annulaires ; curvilinéaires
et lisses [diameétre : 5 nm ; longueur : supérieure a 200 nm]) différentes. Les études de TEM et
ATM confortent I'existence d’un lien structural entre ces différentes formes, mais la
dynamique de leur interconversion et leur relation avec les fibrilles amyloides restent tres mal
comprises. Bien gu’initialement on ait pensé que les protofibrilles soient sur un chemin qui
conduit en ligne droite aux fibrilles, dans son usage courant, le terme de protofibrilles
s’applique a tous les agrégats préfibrillaires (taille supérieure ou égale a 4 nm) qui peuvent
étre détectées en microscopie électronique. Les protofibrilles se lient au Rouge Congo et a la
Thiolane, bien qu’a un moindre degré que les fibrilles mires. De ce fait, dans la présente
acception du terme, les protofibrilles sont des intermédiaires cinétiques, tandis que les

protofilaments représentent la substructure de la fibrille amyloide.

2.2.7.4.3.2. Ligands diffusibles dérivés du peptide béta-amyloide.

Les LDDP sont aussi appelés globulomeres. Ce sont des structures globulaires de 3 a
5 nm de diamétre. On a d’abord déduit des études de SDS-PAGE que ces préparations
contiennent essentiellement des oligomeéres de type 10- a 12-meéres. Mais ultérieurement, il

a été montré que ces préparations sont constituées d’une population hétérogéne d’especes
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de peptide AB, embrassant des tailles allant du monomére a I'agrégat de taille supérieure a

10° Da. Cette distribution ressemble a celle que I’'on observe pour les protofibrilles.

2.2.7.4.3.3. Globulomeéres annulaires.

Les globulomeéres annulaires sont des structures en forme de beignet, dont le diametre

extérieur est de 8 a 12 nm et le diameétre intérieur de 2 3 2,5 nm.

2.2.7.4.4. Nucleus.

Le nucleus est une entité rare et instable (comme les oligomeres de BPM et les
protofibrilles) qui influencent le taux d’un processus nucléé de polymérisation. Les nuclei sont
métastables. lls peuvent former des semences (seed) et agir comme telles pour faire croitre

des fibrilles ou peut-étre les désassembler et réduire alors leur croissance.

2.2.7.4.5. Semence.

Une semence est une entité relativement stable (comme les fibrilles et les fibrilles
fragmentés) qui, lorsqu’elle est introduite dans une solution de monomeres de peptide AB
sert de nucleus efficace et accélere la formation des fibrilles (peut-étre en éliminant la phase

de latence associée a la formation des nuclei) dans le processus de polymérisation-nucléation.
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2.3. La protéine transactive response-DNA binding protein

43.

La TDP-43 ou transactive response DNA binding protein 43 a été identifiée dans les
années 2000 comme un composant majeur des inclusions protéiques retrouvées dans les
neurones de sujets atteints de la plupart des formes de SLA et de dégénérescence fronto-
temporale lobaire [FTLD-TDP pour fronto-temporal lobar degeneration a TDP-43] (Forman et
al.,, 2007; Winton et al., 2008); voir aussi (Boeve and Graff-Radford, 2012; Nag et al., 2017;
Rosen et al., 1993) pour leurs études génétiques montrant I'association de mutations de TDP-
43 avec des maladies neurodégénératives comme la MA, la démence frontotemporale ou la
SLA). Des inclusions ne contenant ni Prt ni a-synucléine, mais riches en protéines
ubiquitinylées spécifiques des FTLD et de la SLA avaient bien été décrites sans que I'on
connaisse la nature des protéines les constituant jusqu’a ce qu’il soit montré qu’elles
contiennent essentiellement de la TDP43. "La TDP-43 pathologique est hyperphosphorylée,
ubiquitinylée et clivée pour engendrer des fragments carboxyterminaux ; on ne la récupére
gue dans les régions du SNC affectées par la maladie, dont I’hippocampe, le néocortex et la
moelle épiniére" dit le résumé de cet article. On considére que ces inclusions appelées UBI
sont les stigmates de la SLA et de FTLD-TDP. Les UBI sont retrouvées dans le cytoplasme et la
partie initiale de I'axone des neurones moteurs de la moelle épiniére en voie de
dégénérescence ; on la trouve aussi dans les astrocytes.

Comme dans le cas de I’APP et de ses fragments dérivés, il convient de passer en revue

les r6les physiologiques et pathologiques de la TDP-43.

2.3.1. Fonctions de la protéine Transactive response DNA binding

protein 43 normale.

La TDP-43 est impliquée dans la régulation des fonctions et du trafic des RNA. C'est
une protéine de 414 AA. Elle posséde deux domaines de reconnaissance du RNA, appelés

respectivement RRM1 [pour RNA recognition motif 1] et RRM2. Son domaine carboxyterminal
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est riche en glycine. Toutes les mutations de TDP-43 associées a des formes familiales de SLA
sont des mutations non-sens siégeant dans la région du gene codant cette séquence
protéique. Le fait suggére donc que la modification de cette région est suffisante pour induire
la neurodégénérescence (Pesiridis et al., 2009; Pradat et al., 2015; Sreedharan, 2010).

Dans la mesure ol les travaux consacrés a cette protéine ne font pas le cceur de notre
these, nous nous bornerons a résumer ce que I'on sait de ses fonctions connues. (a) La TDP43
est un composant des ribonucléoprotéines nucléaires hétérogénes [nnRNP], des particules qui
participent a la régulation de I'épissage des especes de pré-mRNA. On la retrouve dans les
hnRNPA2/B1, hnRNPA1, hRNPC1/C2 et hnRNPA3 (Appocher et al., 2017; Li et al., 2016; Ling
et al., 2015); (b) La TDP-43 se lie a des séquences de mRNA, situées essentiellement dans les
régions non traduites et en affecte la stabilité et le turnover ; ainsi est va-t-il des mRNA de la
kinase 6 dépendante des cyclines, de I'histone désacétylase, ou du neurofilament de basse
MM (Fiesel et al., 2010) ; (c) La TDP-43 jouerait un role dans le trafic des mRNA ; en effet elle
subit un mouvement rapide de navette nucléo-cytoplasmique et on la retrouve dans les
granules dendritiques de RNA (Gu et al., 2017)(d) La TDP-43 fait partie du complexe Drosha
lequel est impliqué dans le traitement des microRNA (Kawahara and Mieda-Sato, 2012) ; (e) la
TDP-43 agit comme répresseur de la transcription en se liant a des brins monocaténaires de
DNA (Kuo et al., 2009); (f) la TDP-43 est colocalisée avec des granules de stress, dont on pense
gu’ils ont pour role de protéger de la dégradation les mRNA dans des conditions qui induisent

le stress (Dewey et al., 2011; McDonald et al., 2011).

2.3.2. Propriétés de la protéine Transactive response DNA binding

protein 43 anormale.

L’association des UBI et des formes familiales de SLA a conduit tout naturellement a
rechercher I'existence de mutations dans le géne codant la TDP-43. Il a été trouvé au moins
guatre mutations ponctuelles dans la région du gene codant I’exon 6 (Sreedharan et al., 2008)
dont une consiste en un changement de méthionine en valine a la position 337. La protéine
mutée n’est pas directement toxique, mais la transfection d’embryon de poulet par le géne
muté induit un profond retard dans le développement du systeme nerveux. L’excision du géne
de la TDP sur des cellules embryonnaires suscite I'activation de I'épissage de nombreux exons.

Ce phénomeéne est observé aussi chez des patients atteints de SLA (Ling et al., 2015).
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Il est probable que la toxicité de la TDP-43, ou du moins son réle pathologique dans les
maladies neurodégénératives soit lié a son accumulation intracytoplasmique anormale. Il a
été montré que la surexpression de la TDP-43 amputée d’'un motif NLS (nomenclature
unilatérale des AA) ou la surexpression de sa partie carboxyterminale conduit a son
accumulation intracytoplasmique de nombreuses inclusions de type UBI.

Fait tres intéressant, il semble que la partie carboxyterminale de TDP-43 contienne un
motif de type prion (Cushman et al., 2010) qui confére a la molécule des propriétés que I'on
retrouve dans les protéines prions, dont I'agrégation, la résistance aux protéases, et la
propagation de cellule a cellule mais pas obligatoirement au pouvoir infectieux (Ayers and
Cashman, 2018; Gitler and Shorter, 2011).

Enfin, il est intéressant de noter que les patients atteints de SLA sporadique a évolution
lente (durant de 10 a 20 ans) présentent un nombre d’UBI relativement faible en comparaison
de celui que I'on trouve chez les patients atteints de SLA classique. Cette observation permet
de conclure de maniere plausible que la dégénérescence des neurones est bien liée a la
présence de ces inclusions.

Ces précisions sommaires suffiront a éclairer les résultats que nous présentons dans le

présent travail.
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3.MATERIELS ET METHODES

3.1. Culture cellulaire

3.1.1. Culture primaire de neurones corticaux

Les neurones corticaux de rat sont cultivés comme il a été décrit par Singer et al.,
1999. Des femelles (Rat Wistar) au 15 j de gestation sont euthanasiées dans une chambre
a CO,. Les embryons sont prélevés de I'utérus et immédiatement placés dans du milieu L15
contenant 2 % d’une solution de Pénicilline (10,000 U/mL) et streptomycine (10 mg/mL)
(PenStr) et 1 % de sérum d’albumine bovin (BSA). Le cortex est prélevé et dissocié par un
mélange de trypsine EDTA pendant 20 min a 37° C, a une concentration finale de 0,05 % de
trypsine et 0,02 % d’EDTA. La dissociation enzymatique est arrétée par adjonction de DMEM
a 4,5 g/L de glucose additionné de DNase grade Il (a la concentration finale de 0,5 mg/ml) et
de 10 % de sérum feetal de veau (SVF). Les cellules sont ensuite dissociées par aspiration et
refoulement au moyen d’une pipette graduée de 10 mL munie d’un céne de 300 pL. La
suspension cellulaire est alors centrifugée a 515 x g pendant 10 min a 4 °C. Le surnageant est
éliminé et le culot cellulaire est repris dans un milieu de culture constitué de milieu
Neurobasal a 2 % de PenStr, 2 % de supplément B27, 2 mmol/L de L-glutamine et 10 ng/mL
de BDNF. Les cellules viables sont comptées dans une cellule de Malassez en présence de

bleu trypan.

Elles sont alors ensemencées a une densité de 74 000 cellules par cm? dans des
plaques a 96 puits « précoatées » de poly-L-Lysine. La moitié du milieu est renouvelé tous les
deux jours et les cellules sont incubées a 37°C dans une atmosphere humidifiée d’air (95 %) -

CO2 (5 %).
3.1.2. Culture primaire de neurones corticaux enrichie en microglie
Les neurones corticaux de rat enrichis en microglie sont cultivés de la méme maniere

gue précédemment aux détails prés suivants.

Le surnageant est aspiré pour étre éliminé et le culot cellulaire est repris dans un milieu de

culture constitué de milieu Neurobasal additionné de 2 % de PenStr, 2 % de supplément B27,
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2 mmol/L de L-glutamine et 10 ng/mL de BDNF, 2 % de sérum de cheval inactivé 2 % de SVF
inactivé, 1 g/L de glucose, 1 mmol/L de sodium pyruvate, et 100 umol/L d’acide aminé non
essentiel. Les cellules viables sont comptées dans une cellule de Malassez en présence de

bleu trypan.

Les cellules sont ensemencées a une densité de 132 350 cellules par cm? dans des
plaques a 96 puits « précoatées » de poly-L-Lysine. La moitié du milieu est renouvelé tous les
deux jours et les cellules sont incubées a 37°C dans une atmosphere humidifiée d’air (95 %) -

CO2 (5 %).

3.1.3.  Culture d’astrocytes purifiés

Le cerveau total (sans le cervelet) est prélevé sur des embryons de rat Wistar au 15™¢ j
de gestation. Le tissu est dissocié par un mélange de trypsine EDTA pendant 20 min a 37°C, a
une concentration finale de 0.05 % de trypsine et 0.02 % EDTA. La dissociation enzymatique
est arrétée par adjonction de DMEM contenant 4.5 g/L de glucose additionné de DNase
grade Il (concentration finale de 0.5 mg/mL) et 10 % de SVF. Les cellules sont ensuite
dissociées par aspiration et refoulement au moyen d’une pipette graduée de 10 mL munie
d’un céne de 300 pL. La suspension cellulaire est centrifugée a 515 x g pendant 10 min a 4°C.
Le surnageant est éliminé par aspiration et le culot cellulaire est repris dans un milieu de
culture défini constitué de DMEM a 10 % de SVF et 2 %"de PenStr. Les cellules sont
ensemencées a une densité de 267 000 cellules par cm? dans une flasque. Quand les cellules
sont a confluence, la flasque est agitée pendant 3 h a température ambiante sur un vortex.
Cette étape permet d’obtenir une culture tres pure en astrocyte. Le surnageant est éliminé
et les cellules adhérentes au support sont traitées a la trypsine EDTA pendant 5 min afin de
les décoller du support. Les astrocytes sont ensuite démultipliés par 4 passages successifs.

Une banque d’astrocytes purs est conservée dans I'azote liquide.

3.1.4. Culture primaire de motoneurones non purifié

Les motoneurones de rat sont cultivés comme il est décrit par (Martinou et al., 1992;
Wang et al., 2013). Les rats Wistar au 14¢ j de gestation sont euthanasiées dans une chambre

a C02. Les embryons sont prélevés de I'utérus et immédiatement placés dans du milieu L15
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contenant 2 % de PenStr et 1 % de BSA. La moelle épiniére est prélevée et traitée a la
trypsine EDTA pendant 20 min a 37 °C a une concentration finale de 0.05 % de trypsine et
0.02 % EDTA. La dissociation enzymatique est arrétée par adjonction de DMEM contenant
4.5 g/L de glucose additionné de DNase grade Il (a la concentration finale de 0.5 mg/mL) et
10 % de SVF. Les cellules sont ensuite dissociées par aspiration et refoulement au moyen
d’une pipette graduée de 10 mL munie d’un céne de 300 pL. Puis, la suspension cellulaire
est centrifugée a 515 x g pendant 10 min a 4 °C. Le surnageant est éliminé et le culot
cellulaire est repris dans un milieu de culture constitué de milieu Neurobasal a 2 % de
PenStr, 2 % de supplément B27, 2 mmol/L de L-glutamine et 10 ng/mL de BDNF. Les cellules

viables sont comptées dans une cellule de Malassez en présence de bleu trypan.

Les cellules sont ensemencées a une densité de 59 000 cellules par cm2 dans des
plaques a 96 puits « précoatées » avec de la poly-L-Lysine. La moitié du milieu est renouvelé
tous les deux jours et les cellules sont incubées a 37°C dans une atmosphére humidifiée d’air

(95 %) - CO2 (5 %).

3.1.5. Coculture nerf muscle

Les cellules musculaires humaines proviennent de Promocell. 21 000 cellules sont
ensemencées dans des plagues 48 puits « précoatées » avec une solution de gélatine de 1 %
(diluée dans I'eau) et cultivées dans un milieu de prolifération constitué d’'un mélange de
MEM (Medium Essentiel, 62 %) et de milieu M199 a (25 %) additionné de 2 mmol/L de
glutamine, 10 mg/mL d'insuline humaine, 10 ng/mL de facteur de croissance épidermique
recombinant (EGF), 2 ng/mL de facteur de croissance de fibroblaste recombinant humain
(FGF), 10 % de SVF et 2% de solution de PenStr. Le milieu est renouvelé de moitié tous les 2
jours. Cing jours aprés le début de la culture et immédiatement apres la fusion des cellules
satellite en myotubes, des tranches transversales entieres de moelle épiniere d'embryon de
rat Wistar de 13 jours munies des ganglions de la racine dorsale (DRG) sont déposés sur le
tapis de cellules musculaires (un explant par puit dans la zone centrale ; (Braun et al., 1996).
Les DRG sont nécessaires pour réaliser une bonne innervation (Askanas et al., 1987). Les
cultures innervées sont maintenues dans un milieu (appelé milieu d’innervation) contenant
67 % de MEM et 25 % de milieu M199 complémenté avec 5 % de SVF, 5 mg/mL d'insuline, 2

mmol/L de glutamine et 2 % de PenStr. Aprés 24 h de coculture, on observe une pousse
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neuritique (neuritic outgrowth) sortant de I'explant de moelle épiniére. Ces neurites
contactent les myotubes et suscitent les premiéres contractions aprés 8 j de coculture. Les
fibres innervées sont morphologiquement et spatialement distinctes des cellules non

innervées et peuvent donc étre facilement identifiées.

3.2. Traitement pharmacologique

Les traitements sont effectués apres 11 j de culture pour les neurones corticaux, 13 jours

pour les motoneurones et aprés 33 jours pour les cocultures nerf muscle.

3.2.1.  Préparation et intoxication par le peptide B amyloide 1-42

humain

Pour ces expériences on utilise le peptide B amyloide 1-42 humain (AB) synthétique
est utilisé. L'AB est reconstitué dans du milieu de culture dépourvu de sérum. La solution est
agitée pendant trois j a I'obscurité, dans un incubateur a CO; a 37 °C. L’agitation permet
d’obtenir une solution stable et reproductible. La solution utilisée pour les résultats

complémentaires a été titrée par WB, elle contient 10 % de fraction oligomérique (ABO).

Apres agitation, la solution mére est diluée afin d’obtenir les concentrations a étudier
3.2.2. Intoxication par le glutamate

Le glutamate est dilué aux concentrations désirées dans du milieu de culture.

Dans le cas des motoneurones, le glutamate est laissé pendant 20 min au contact,
puis le milieu est soutiré et remplacé par du milieu de culture sans glutamate pendant le

temps fixé pour I'étude.

Dans le cas des cocultures nerf muscle, le glutamate est laissé tout le temps fixé pour

I’étude.

86



3.2.3.  Application d’antagonistes / inhibiteurs

La liste des inhibiteurs et des antagonistes utilisés pour nos expériences figure dans le

tableau 5.
Antagonistes / inhibiteurs Effets Concentrations (pmol/L) Solvant de dissolution Incubation Fournisseur Référence
BAPTA chélateur sélectif des ions calcium 0.020 milieu de culture 1h avant la toxine molecular probes B1214
ifenprodil inhibiteur des sous sous-unités 2B des récepteurs NMDA 1,25,5, 10 DMSO 1h avant la toxine sigma-aldrich 12892
mémantine antagoniste des récepteurs extrasynaptiques du NMDA 5, 10, 15, 20 eau 1h avant la toxine sigma-aldrich M9292
MK801 antagoniste sélectif non compétitif des récepteurs du NMDA 5,10, 20 DMSO 1h avant la toxine sigma-aldrich M107
MPEP inhibiteur du mGlu5 0.15,0.3,0.6,0.9, 5 DMSO 1h avant la toxine sigma-aldrich M5435

Tableau 5 : liste des inhibiteurs et des antagonistes utilisés dans nos études.

3.3. Techniques de quantification et d’analyse

3.3.1. Fixation et immunomarguage des cultures primaires de

neurones, astrocytes et cellules musculaires

Apres le temps de traitement souhaité, les cellules sont fixées a | ‘aide d’une solution
d’éthanol a 95 % et d’acide acétique a 5 % pendant 5 min a -20 °C. On pratique ensuite deux
lavages au PBS azide. Les cellules sont perméabilisées par traitement avec une solution de
saponine a 0.1 % pendant 15 min ; puis les cellules sont incubées pendant 2 h avec les
anticorps primaires dilués dans du PBS contenant 1 % de SVF et 0.1 % de saponine. Les
anticorps primaires sont révélés avec un anticorps de chévre anti-souris marqué a I’Alexa
488 ou un anticorps de chévre anti-lapin marqué a I’Alexa 568, I'un et I'autre dilués au
1/400°™ dans du PBS contenant 1 % de SVF et 0.1 % de saponine ; les préparations sont
incubées pendant 1 h a température ambiante. On pratique ensuite deux lavages au PBS

azide.
3.3.2. Fixation et immunomarquage des cocultures nerfs muscle

Apreés que le temps fixé pour les traitements est écoulé, les cocultures sont traitées
par une solution a 500 nmol/L d’a-bungarotoxine couplée a I’Alexa fluor 488, pendant 15
min a 37 °C. Les cellules sont ensuite lavées 2 fois avec du PBS puis fixées avec une solution

de paraformaldéhyde (4 %, pH 7,3) pendant 20 min a température ambiante. On procéde
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ensuite a deux lavages au PBS azide. Puis on perméabilise les cellules par traitement avec
une solution saponine a 0.1 % pendant 15 min et on les laisse pendant 2 h au contact de
I’anticorps primaire anti neurofilament, dilué dans du PBS a 1 % de SVF et 0.1 % de saponine.
L’anticorps primaire est révélé par un anticorps de chévre anti-souris marqué a I’Alexa 568,
dilué au 1/400%™ dans du PBS contenant 1 % de SVF et 0., % de saponine qu’on laisse agir

pendant 1 h a température ambiante.

La liste des anticorps utilisé figure dans le Tableau 6

Anticorps Clone Isotypes Fixation Concentration Fournisseur Référence
Amyloid fibril OC Polyclonal rabbit IgG Acide acetique 1/2000 Milipore AB2286
alpha- bungarotoxine conjugué aI'Alexa fluor 488 cellulesvivantes =~ 500 nmol/L Molecular probes B13422
Beta Amyloid " 6E10 Mouse IgG1lisotype Acide acetique 1/1000 Covance SIG-39320-0500
Caspase 3 Polyclonal rabbit 1gG fraction anti serum Acide acetique v 1/500 Slgmé Aldrlld'] caas7
WB 1/25 cell signaling 9662
Cytochrome C (CytC) Polyclonal rabbit 1gG Acide acetique 1/100 Abcam ab90529
glial fibrillary acidic protein (GFAP) Polyclonal rabbit 1gG Acide acetique 1/400 Abcam G9269
glucose transporter 1 (GLUT-1) Polyclonal rabbit 1gG WB i’ 1/50 Sigma Aldrich SAB45020803
GSK-3 beta (27C10) Polyclonal rabbit IgG WB r 1/25 cell signaling 9315P
Methionine sulfoxide (MetO) Polyclonal rabbit fraction anti serum Acide acetique 1/100 Novus biologicals NBP1-06707
Microtubule associated protein (MAP-2) HM-2 Mouse IgGlisotype Acide acetique 1/400 Sigma Aldrich M4403
Myosin My-32 Mouse IgG1 isotype Acide acetique 1/400 Sigma Aldrich M4276
Neurofilament 200KDa N52 Mouse IgGlisotype Paraformaldéhyde 1/400 Sigma Aldrich NO0142
Oligomer A11 Polyclonal rabbit 1gG Acide acetique 1/500 Invitrogen AHBO0052
Post synaptic density 95KDa (PSD95) 6G6-1C9 Mouse 1gG2a isotype Acide acetique 1/100 Abcam ab2723
SIRP alpha/CD172a (OX-41) Mouse 1gG2a isotype Acide acetique 1/500 Novus NB100-65530
synaptophysine Polyclonal rabbit IgG Acide acetique 1/100 Abcam ab7837
Tau Phospho SER212 / Thr214 AT100 Mouse IgG1l isotype Acide acetique 1/100 Invitrogen 11818711
TDP43 Polyclonal rabbit 1gG Acide acetique 1/100 ozyme 34485

Tableau 6 : Liste et origine des anticorps utilisés dans nos études.

3.3.3.  Analyses d’'image

L'intégralité de chaque puits de culture marqué est automatiquement prise en photo
avec I'lmageXpress a un grossissement x 20. Pour chaque condition (6 puits de culture), 20
champs par puits (représentant 80 % de la surface totale du puits) sont automatiquement
analysés a I'aide du logiciel Custom module editor MetaXpress. Le logiciel permet
notamment de déterminer le nombre total de neurones, le nombre de neurones
coexprimant différents marqueurs, la longueur du réseau neuritique. La figure 10 illustre ce

gu'’il est possible d’analyser grace a ce logiciel.
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Photo originale Segmentation du réseau Segmentation des corps

(Marquage Map-2) neuritique cellulaires MAP-2 positifs

Figure 10 : exemple d’analyse d’image

3.3.4. Evaluation des flux calciques

La sonde fluorescente Fluo 4AM est diluée (4 umol/L) dans du milieu de culture et
incubée en présence des cellules pendant 30 min a 37 °C. Les cellules sont ensuite lavées

avec du milieu de culture.

On injecte alors de I’AB a I'aide des injecteurs du glomax (Promega). La mesure du
niveau de calcium intra cellulaire (toutes cellules confondues) est faite juste aprés I'injection,

puisa 1, 2, 5 et 10 min par mesure de la fluorescence (Exc 490 nm / Emm 510-570 nm).

3.3.5. Dosage du glutamate

Le glutamate est dosé dans les surnageants de culture au moyen d’un test « amplex
red glutamic acid ». L’acide L-glutamique est oxydée par la glutamate oxydase pour produire
de I'a-ketoglutarate, du NH3 et de I'eau oxygénée. La L-alanine et la L-glutamate-pyruvate
transaminase sont inclus dans la réaction pour régénérer I'acide L-glutamique par
transamination de I'a-ketoglutarate, ce qui conduit a multiplier en de nombreux cycles la
réaction initiale et a amplifier significativement I'eau oxygénée produite. L'eau oxygénée
réagit avec le 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine (Amplex Rouge) dans un rapport
stoechiométrique de 1:1. La réaction est catalysée par la HRP (horseradish peroxydase) pour

produire de la fluorescence.

Les réactifs sont incubés pendant 1 h a 37° C avec les échantillons. La fluorescence

produite est ensuite mesurée (Exc 530 nm, Emm 600nm)
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3.3.6. Dosage des oligomeéres de peptide AB

Les ABO sont dosés dans le surnageant de culture a I'aide d’un test ELISA permettant
la quantification préférentielle de peptides AB sous leur forme oligomérique. Les plaques
sont avec un anticorps de capture monoclonal de souris anti-AB (MOAB-2), un anticorps de
détection MOAB-2 biotinylé conjugué a la streptavidine HRP. L’adjonction d’un substrat de
I'HRP (3,3 ', 5,5 ' - tetramethylbenzidine, TMB) fait apparaitre une réaction colorée dont
I'intensité est directement proportionnelle a la concentration d'ABO. L'absorbance de la

solution est mesurée a 450 nm.
3.3.7. Dosage de cytokine (TNF alpha, IL-1f et IL-6)

Le TNFa, I'lL-6 et I'lL1B sont titrés dans les surnageants de culture a I'aide d’un test
ELISA. Les plaques sont « précoatées » avec un anticorps monoclonal spécifique du TNFa ou
de I'lL-6 ou de I'IL1B. Les échantillons sont déposés dans les puits. Pendant la premiere
incubation, les échantillons et I'anticorps biotinylé sont simultanément incubés. Apreés
lavage, I'adjonction de TMB produit une réaction colorée, comme on I'a déja dit, dont
I'intensité est directement proportionnelle a la concentration de la cytokine d’intérét.

L’absorbance de la solution est mesurée a 450 nm.
3.3.8.  Absorption du glucose

L’absorption du glucose est étudiée par a une méthode de bioluminescence non-
radioactive, fondée sur la détection de 2-deoxyglucose-6-phosphate (2DG6P). Quand le 2-
deoxyglucose (2DG) est ajouté aux cellules, il est transporté a travers la membrane et il est
rapidement phosphorylé, de la méme maniéere que le glucose. Cependant, les enzymes qui
dégradent le glucose, glucose-6-phosphate (G6P), ne peuvent pas dégrader le 2DG6P et ainsi
cet analyte s'accumule dans la cellule. Aprés une période breve d'incubation, une solution de

lyse est ajoutée aux cellules. La luminescence des échantillons est alors mesurée.
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3.3.9.  Quantification de protéine par western blot

Les échantillons sont lysés avec du « Cellytic ». La quantité de protéine est
déterminée a I'aide d’un test BCA. Les lysats sont dilués au 50°™¢ dans du PBS et mélangés a
volume égal avec le réactif BCA. Les solutions sont incubées a 60° C durant 1 h et la quantité
de protéine est mesurée a 562 nm avec un spectrométre Nanovue ; la concentration est
déduite de la comparaison avec la gamme de BSA (Bovin Serum Albumine).

Les solutions sont diluées dans de I'eau distillée a 1 mg/mL de protéine.
Chaque échantillon de protéine est chauffé pendant 5 min a 95° C.
Les échantillons sont préparés selon les recommandations de Protein Simple

(www.proteinsimple.com).

5 uL de préparation sont déposés dans les puits de la plague a 384 puits prévus a cet effet.
L'analyseur Simon ™ est préparé en ajoutant le tampon de séparation de la matrice, le
tampon de lavage et le tampon de migration. Les capillaires et la plaque a 384 puits
contenant les échantillons, les anticorps et les matrices sont alors placés a l'intérieur de
I'instrument. Linstrument remplit les capillaires des différentes matrices de concentration et
de séparation puis des extraits de protéine. Les échantillons sont alors séparés par
application d’un courant de 250 V pendant 40 min et immobilisés ensuite aux parois des
capillaires. La matrice de séparation est retirée grace au tampon spécifique.

Les capillaires sont alors lavés avec le tampon de lavage et bloqués avec le diluant
d'anticorps pendant 15 min. Ensuite, les anticorps primaires sont incubés dans les capillaires
pendant 2 h, les anticorps secondaires conjugués a I’'HRP sont incubés pendant 1 h. Apres
lavage, le luminol-S/ substrat de peroxyde est incubé dans les capillaires et le signal chimio-
luminescent est détecté en utilisant le Dispositif Couplé de charge (CCD). L'analyse de

données est effectuée en utilisant le Logiciel Compass (ProteinSimple).
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4. RESULTATS

4.1. Publication N°1 : “Operational Dissection of B-Amyloid

Cytopathic Effects on Cultured Neurons”

4.1.1. Résumeé

Dans l'avant-propos de notre mémoire, nous avons indiqué que si I'AB est bien
impliqué dans la physiopathologie de la MA, ce n’est pas sous sa forme de plaques séniles,
puisque celles-ci se retrouvent aussi en abondance dans le cerceau de patients dgés morts
sans signes de démence. Ce sont des oligomeéres (ABO) de MM intermédiaires qui sont les
porteurs de la toxicité, comme l'indiquent des études réalisées sur des neurones en culture.
Nous faisons donc I’hypothése que c’est I'accumulation d’ABO au voisinage des neurones qui
provoquent I'apparition de protéine T anormalement phosphorylées et leur dégénérescence,
une accumulation a concentration critique.

Néanmoins la MA est une maladie qui évolue sur le long terme, et qui se propage du
cortex entorhinal vers le cortex proprement dit. Il apparait donc qu’il faut distinguer (a) les
effets toxiques aigus des ABO ; (b) leurs possibles effets chroniques quand ils sont présents en
concentrations subcritiques ; (c) la propagation des Iésions qui reléve d’un autre mécanisme
gue les effets toxiques proprement dits.

Nous présentons dans cet article un modéle d’étude des effets toxiques aigus des ABO
in vitro en nous concentrant sur trois de leurs aspects: (a)leur nature; (b)leur ordre
d’apparition (nous supposons en effet que les premiers effets toxiques a apparaitre vont
déclencher une série d’autres effets par une relation de cause a effet) ; (c) leur cinétique de
développement. Nous appelons effets cytopathologiques les modifications métaboliques et
structurales néfastes qui surviennent dans les neurones exposés aux ABO.

Afin d’obtenir des résultats reproductibles d’une expérience a I'autre, nous avons mis
au point une technique de préparation de solution de peptide contenant des concentrations
reproductibles et stables d’ABO et des autres formes (monomériques ou polymériques de
haute MM). Nous montrons que les événements toxiques observés ont un lien avec les ABO,
gu’ils se développent effectivement dans un ordre et une cinétique spécifique, et que les ABO
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sont probablement un des éléments clés de la physiopathologie de la MA. La présence d’ABO
en conformation amyloide a été mise en évidence par l'usage d’Ac spécifiques de cette forme,
préparés par Glabe (Kayed et al., 2007).

Dans le modele présenté ici, et qui fait usage d’une solution du peptide AP contenant
des ABO, nous reproduisons les caractéristiques neuropathologiques de la MA, ce qui donne
a penser que ces derniers sont bien dus a des effets toxiques aigus. lls sont semblables que
I'on applique les ABO a des neurones corticaux ou a des neurones hippocampiques. En
utilisant ce systeme relativement simple, il est possible d’étudier tous les mécanismes
toxiques a des temps et des concentrations bien définis, de mettre en évidence les voies
impliquées dans ces effets et in fine d’étudier I'intérét thérapeutique potentiel de nouvelles

molécules sur les différentes voies neurotoxiques responsables du développement de la MA.

A la suite de ces travaux, nous avons entrepris d’étudier les mécanismes moléculaires
et cellulaires qui surviennent en amont de la séquence décrite dans cet article. Nous avons pu
analyser de maniére plus détaillée les premiers effets des ABO sur les neurones. En effet, nous
avons montré que les récepteurs NMDA sont impliqués dans leur toxicité, en utilisant
différents antagonistes des dits récepteurs. Nous montrons qu’une entrée massive de calcium
et une augmentation de la concentration extracellulaire en glutamate surviennent tres
précocement apres I'adjonction des ABO. Il y aurait donc un lien de causalité étroit entre le
glutamate et le ces derniers.

Dans la MA, la neuro-inflammation joue un role tres important. Nous avons donc
également développé un modele de culture permettant d’étudier la toxicité chronique de I'AB
induite par I'activation de la microglie. A cette fin, nous avons mis au point une culture
primaire de neurones corticaux enrichie en microglie et nous avons étudié I'effet du peptide

sur les neurones et sur la microglie sur un assez long terme.
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Alzheimer disease (AD) affects mainly people over the
age of 65 years, suffering from different clinical symp-
toms such as progressive decline in memory, thinking,
language, and learning capacity. The toxic role of B-
amyloid peptide (AB) has now shifted from insoluble AR
fibrils to smaller, soluble oligomeric Ap aggregates. The
urgent need for efficient new therapies is high; robust
models dissecting the physiopathological aspects of
the disease are needed. We present here a model
allowing study of four cytopathic effects of AR oligom-
ers (ABO): oxidative stress, loss of synapses, disorgani-
zation of the neurite network, and cellular death. By
generating a solution of ABO and playing on the con-
centration of and time of exposure to ABO, we have
shown that it was possible to reproduce early effects
(oxidative stress) and the long-term development of
structural alterations (death of neurons). We have
shown that 1) all toxic events were linked to ABRO
according to a specific timing and pathway and 2) ABO
were probably the key intermediates in AD pathogene-
sis. The present model, using AR peptide solution con-
taining ABO, reproduced essential neuropathological
features of AD; the effects involved were similar what-
ever the kind of neurons tested (cortical vs. hippocam-
pal). By using a single system, it was possible to
embrace all toxic mechanisms at defined times and
concentrations, to study each involved pathway, and to
study the effects of new molecules on the different
neurotoxic pathways responsible for development of
AD. © 2013 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: oxidative stress; mitochondrial lesions;
synapses loss; neuronal death; B-amyloid peptide;
Alzheimer disease

A large amount of evidence suggests that accumu-
lation of B-amyloid (AB) peptide in brain is one of the
main causes of Alzheimer disease (AD). However, the
critical concentration of peptide required for triggering
cognitive dysfunction together with development of se-
nile plaques and intraneuronal neurofibrillary tangles
consisting of hyperphosphorylated tau protein, the two
anatomical-pathological hallmarks of AD, is not yet fully
known, nor is the toxic form involved in vivo in the
pathological process (soluble form, oligomers, protofi-
brils, or senile plaques of AP). However, it has been
proved that in vitro the toxic forms are oligomers (Kelly,

© 2013 Wiley Periodicals, Inc.

1999; Bitan et al., 2003; Jan et al,, 2010). Numerous
neurodegenerative mechanisms have been evoked to
explain both the effects of AP peptide on cognitive
functions and its cytopathic effects. By ‘“‘cytopathic
effects,” we mean biochemical and structural alterations
appearing in brain at tissue and cellular levels.

As listed by Longo and Massa (2004), these cyto-
pathic effects could result from interaction of AP with
binding targets, activation of stress kinases, hyperphos-
phorylation of tau protein, caspase activation, loss of
synapse, neuronal death, loss of cholinergic function,
generation of reactive intermediates of oxygen (oxidative
stress), or glutamate excitotoxicity. At first glance, these
mechanisms, which occur at various steps of the patho-
logical process, could act synergistically and rely on dif-
ferent logical and biological categories, which in turn
makes difficult the evaluation of drugs possibly useful for
treating AD.

We present here a model allowing for separately
study of four cytopathic effects: oxidative stress, loss of
synapses, disorganization of the neurite network, and
cellular death. To establish this model, we used a sys-
temic approach. The cell culture is considered as a black
box; the input signal is the AP peptide, used at different
concentrations for difterent times; and the output signal
is the cytopathic alterations quantitatively evaluated. The
only hypothesis needed here to exploit this cellular sys-
tem is that it contains all the cell types (or main cell
types) required for these effects to appear. As soon as
this model is validated at molecular and pharmacological
levels, it will be possible to screen new molecules and to
observe their effects on one or all of the phenomena
mimicked in vitro. With pharmacological tools, it will
be easier to unravel AD physiopathology and improve
treatment.

We were able to generate a solution of A
oligomers (ABO); forms of AR proved to be toxic. By
using the concentration of and time of exposure to
ABO, it was possible to reproduce their early effect (oxi-
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dative stress) and their long-term structural alteration de-
velopment (death of neurons). Two dimensions, time
and space (from synapse to cellular body), can therefore
be taken into consideration. Indeed, it is observed in the
brain of AD patients that, starting from the hippocampal
region, the anatomical-pathological lesions progress con-
tiguously, probably because of the disorganization of
synapses, leading to neurite degeneration and, finally,
death of neurons.

This work was performed mainly with primary
cortical neurons, one of the cell types affected in AD.
Indeed, it has been observed in the brain of AD patient
that cell damage starts from the entorhinal cortex and
that lesion progression involves spreading from the ini-
tially damaged area to proximal areas (Liu et al., 2012;
De Calignon et al., 2012). Moreover, for preclinical
studies of new molecules, it is easier to use cortical neu-
rons than hippocampal neurons. Establishing the equiva-
lent quality of both sources of cells offers an obvious
advantage to the pharmaceutical industry.

MATERIALS AND METHODS
Cell Cultures

All experiments were carried out in accordance with
legal regulations and faculty of medicine guidelines.

Cortical neurons.. Rat cortical neurons were cul-
tured as described by Singer et al. (1999). Three pregnant
females (Wistar; Janvier, St. Berthevin, France) at 15 days of
gestation were killed by cervical dislocation. Fetuses were col-
lected and immediately placed in ice-cold L15 Leibovitz me-
dium (Pan Biotech, Aidenbach, Germany) with a 2% penicil-
lin (10,000 U/ml) and streptomycin (10 mg/ml) solution (PS;
Pan Biotech) and 1% bovine serum albumin (BSA; Pan Bio-
tech).

Cortex was treated for 20 min at 37°C with a trypsin-
EDTA (Pan Biotech) solution at a final concentration of
0.05% trypsin and 0.02% EDTA. The dissociation was stopped
by addition of Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
with 4.5 g/liter of glucose (Pan Biotech), containing DNAse I
grade II (final concentration 0.5 mg/ml; Pan Biotech) and
10% fetal calf serum (FCS; Invitrogen, Cergy Pontoise,
France). Cells were mechanically dissociated by three forced
passages through the tip of a 10-ml pipette. Cells were then
centrifuged at 515¢ for 10 min at 4°C. The supernatant was
discarded, and the pellet was resuspended in a defined culture
medium consisting of Neurobasal medium (Invitrogen) with a
2% solution of B27 supplement (Invitrogen), 2 mmol/liter of
L-glutamine (Pan Biotech), 2% of PS solution, and 10 ng/ml
of brain-derived neurotrophic factor (BDNF; Pan Biotech).
Viable cells were counted in a Neubauer cytometer, using the
trypan blue exclusion test. The cells were seeded at a density
of 30,000 per well in 96-well plates precoated with poly-L-ly-
sine (Greiner, Courtaboeuf, France) and were cultured at
37°C in an air (95%)-CO, (5%) incubator. The medium was
changed every 2 days. The cortical neurons were intoxicated
with A solutions (see below) after 11 days of culture.

Hippocampal neurons.. Rat hippocampal neurons
were cultured as described by Harrison (1990). Pregnant

females (Wistar; Janvier) at 17 days of gestation were killed by
cervical dislocation. Fetuses were collected and immediately
placed in ice-cold L15 Leibovitz medium with 2% PS and 1%
BSA. Hippocampi were treated for 20 min at 37°C with a
trypsin-EDTA solution. The dissociation and treatment used
to obtain hippocampal neurons were the same as those used
for the cortical neurons. Viable cells were counted in a Neu-
bauer cytometer, using the trypan blue exclusion test. The
cells were seeded at a density of 30,000 per well in 96-well
plates precoated with poly-L-lysine and were cultured at 37°C
in an air (95%)-CO, (5%) incubator. The medium was
changed every 2 days. The hippocampal neurons were intoxi-
cated with AP solutions after 14 days of culture.

Preparation of Ap Peptide Solutions

To prepare a mother solution, AP peptide 1-42
(Bachem, Weil-am-Rhein, Germany) was dissolved in the
defined culture medium mentioned above, devoid of serum,
at an initial concentration of 40 pmol/liter. (We observed that
toxicity of AP peptide can vary from a batch to another; it is
highly recommended to select a batch generating toxic ABO
before carrying out experiments). This solution was gently
agitated for 3 days at 37°C in the dark and immediately used
after being properly diluted in culture medium to the concen-
trations used. The nonagitated solution is referred to subse-
quently as “‘unprepared” solution.

Western Blotting

The AB peptide 1-42 solution was prepared in defined
medium at the concentration of 40 pmol/liter with or with-
out gentle agitation for 3 days at 37°C, and 60-pl samples
were directly applied to sodium dodecyl sulfate-polyacryl-
amide (12%) gel electrophoresis (SDS-PAGE) acrylamide
(32.6% of water (Biosolve, Valkenswaard, The Netherlands),
25.3% of Tris-HCI, pH 8.8 (Invitrogen), 40% of acrylamide
30% solution (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France), 1% of
SDS 10% solution (Sigma Aldrich, L’Isle d’Abeau Chesnes,
France), 1% of ammonium persulfate 10% solution (Sigma
Aldrich), and 0.1% Temed (Sigma Aldrich). After electropho-
resis (100 V, 40 mA, 90 min), the proteins were electrotrans-
ferred onto a nitrocellulose membrane (GE Healthcare,
Hybord-P, Vélizy-Villacoublay, France) at 100 V, 300 mA,
for 120 min.

The blot membranes were then incubated in blocking
bufter (5% nonfat, dry milk in phosphate-buffered saline [PBS;
Pan Biotech]) for 30 min at room temperature. The mem-
branes were then incubated with 1) a mouse monoclonal anti-
body directed against the AR 1-16 sequence of AR peptide
(1:1,000 in blocking buffer; Covance, Princeton, NJ; see
Table I), 2) a rabbit polyclonal antibody directed against prefi-
brillar oligomer A11 (1:500 in blocking buffer; Invitrogen; see
Table I), and 3) a rabbit polyclonal antibody directed against
fibrils and fibrillar oligomers OC (1:2,000 in blocking bufter;
Millipore, Molsheim, France; see Table I) for 60 min at room
temperature. Binding of the primary antibodies was detected
with a goat anti-mouse or anti-rabbit IgG, alkaline phospha-
tase-conjugated secondary antibody (1:2,000 in blocking
bufter; Sigma) for 60 min at room temperature. The blot was
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TABLE I. Antibodies Used in This Study
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Antibody Clone Antibody isotypes Dilution Provider Catalog reference
Amyloid fibrils OC Polyclonal rabbit 1/2,000 Millipore AB2286
Beta amyloide 6E10 Mouse igG1 isotype 1/1,000 Covance S1G-39320-0500
Caspase 3 Polyclonal rabbit IgG fraction anti serum  1/5,00 Sigma Aldrich C8487
Cytochrome C Polyclonal rabbit IgG 1/5,00 Abcam ab90529
Microtubule associated protein (MAP-2) HM-2 Mouse igG1 isotype 1/4,00 Sigma Aldrich M 4403
Methionine sulfoxide(MetO) Lonal rabbit 1/1,00 Novus biologicals NBP1-06707
Oligomer A1l Polyclonal rabbit 1/5,00 Invitrogen AHBO0052
Post synaptic density 95kDa (PSD95) 6G6-1C9 Mouse igG2a 1/1,00 Abcam ab2723
Synaptophysin SVP-38 Mouse IgG1 isotype 1/1,00 Sigma Aldrich S 5768

revealed with a solution of NTB/BCIP (Roche Applied Sci-
ence, Meylan, France) for 10 min, and the reaction was
stopped by addition of water. Molecular weight was estimated
by kaleidoscope prestained standards (Bio-Rad, Marne-la-
Coquette, France).

Mitochondrial Death Pathway: Cytochrome C Assess-
ment on Neurons

To evaluate the effect of AB peptide on the mitochon-
drial death pathway, expression of CytC in neuronal cyto-
plasm was measured using a rabbit polyclonal antibody (see
Table I). Only the CytC label colocalizing with microtubule-
associated protein 2 (MAP2, a specific marker of neurons) was
taken into consideration. (For secondary antibody see the sec-
tion Immunofluorescence labeling.)

Oxidative Stress: Detection of Methionine Sulfoxide on
Neurons

Methionine sulfoxide (MetO) was detected using a rab-
bit polyclonal antibody anti-MetO (Nowvus, Littleton, CO; see
Table I). Only the MetO label colocalizing with MAP2 was
taken into consideration. (For secondary antibody see the sec-
tion Immunofluorescence labeling.)

Loss of Synapses: Detection of Pre- and Postsynaptic
Markers

Presynaptic and postsynaptic structures were detected by
labeling specifically a presynaptic molecule, synaptophysin
(SYN), and a postsynaptic molecule, postsynaptic density pro-
tein 95 kDa (PSD95). Double labeling was performed with a
rabbit polyclonal antibody anti-SYN (Abcam, Cambridge,
United Kingdom; see Table I) and mouse monoclonal anti-
body anti-PSD95 (Abcam; see Table I), and colocalization of
both markers was assessed after fusion of images. (For second-
ary antibody see the section Immunofluorescence labeling.)

Apoptosis of Neurons: Caspase-3 Assessment

To investigate the effect of AP peptide on the apoptotic
cell death program, we measured the presence of caspase-3,
one of the main proteases related to apoptosis, under stress
conditions. The presence of caspase-3 was detected using a
rabbit polyclonal antibody (Sigma Aldrich; see Table I). Only
the caspase-3 label colocalizing with microtubule-associated
protein 2 (MAP2) was taken into consideration.
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Disorganization of Neurite Network and Death of Neu-
rons

The length of the neurite network was measured at sev-
eral times after intoxication with A peptide. The neurite
network was detected by a mouse monoclonal antibody
directed against MAP2 (Sigma, L’Isle d’Abeau Chesnes,
France; see Table I). This antibody stains specifically cell
bodies and neurites, allowing study of both the neurite net-
work and cell death (as indicated by a decreased number of

cell bodies).

Immunofluorescence Labeling

At chosen times after intoxication with AP peptide, the
cultures were washed with PBS and fixed with an ethanol
(Sigma Aldrich)/pure acetic acid (Sigma Aldrich) solution
(95%/5%) for 5 min at —20°C. The cells were washed three
times with PBS after fixation. The cells were then permeabil-
ized, and nonspecific sites were blocked with 0.1 mg/ml sapo-
nin (Sigma Aldrich) in PBS containing 1% FCS for 15 min at
room temperature. All primary antibody incubations were
performed in PBS containing 1% FCS, 0.1 mg/ml saponin,
for 60 min at room temperature. The cells were then washed
with PBS containing 1% FCS, 0.1 mg/ml saponin, and incu-
bated with the appropriate secondary antibodies (goat anti-
mouse, labeled with Alexa 488 [H+L; Invitrogen], or goat
anti-rabbit, labeled with Alexa 568 [H + L; Invitrogen]|, used
at 2 pg/ml in PBS containing 1% FCS, 0.1 mg/ml saponin,
for 1 hr at room temperature. Cell nuclei were labeled with 1
pg/ml bis-benzimide (Hoechst solution; Sigma).

Image Analyses

The immunolabeled cultures were examined with
InCellAnalyzer TM1000 (GE Healthcare, Cardiff, United
Kingdom) equipped a with xenon lamp (excitation 360/480/
565 nm; emission 460/535/620 nm) at X20 magnification.
For each condition, 10 randomly selected fields per well (rep-
resenting 40% of the total surface of the well) from six wells
were analyzed. The total length of neurites, the total number
of neuronal cell bodies, the number of synapses (assessed by
determining colocalization of SYN and PSD-95), the number
of colocalized MAP2 and MetO labels, the area of staining
with caspase-3, and the number of neurons labeled for CytC
colocalized with MAP2 labeling were analyzed in Developer
software (GE Healthcare).



4 Callizot et al.

Monomer A
onome (spherical aggregates 3—-5 nm in diameter)
(~3-5 kDa) (trimer, tetramer, pentamer) (~10-20 Kda)

Oligomers : HMW and LMW

(~90 Kda, 2-5 nm and <50 kDa. respectively)

LMW oligomer (doughnut-like structures; outer diameter 8-12 nm and
inner diameter 2-2.5 nm)

Protofibrils (curvilinear structures less than
200 nm in length and 4-6 nm in diameter)

Fl br| IS Mature amyloid fibrils have been described as insoluble, B-sheet-rich structures that are
more than 1 pm long, 8-12 nm in diameter and composed of 2—6 protofilament subunits

Fig. 1. Schematic representation of the AP fibril formation pathway
(modified from Bitan et al., 2003). Monomers, under certain conditions,
can cluster to form nonfibrillar aggregates, based on their molecular size
and/or morphology. These species are dimers; trimers; pentamers; or
higher molecular weight complex formations, known as ADDLs ranging

Confocal Microscopy

To assess colocalization of synaptic markers, we used
immunofluorescence confocal microscopy; the immunolabeled
cultures were observed with a Zeiss LSM 700 laser scanning
microscope (excitation 488 nm, 7.5% laser, 555 nm, 2.8%
laser; intensities were recorded simultaneously in the range
emission 420-578 nm and 568—700 nm for the two channels,
respectively) with a X63 objective (Carl Zeiss, Le Pecq,
France).

Statistical Analyses

All data are expressed as mean = SEM. Statistical analy-
ses were performed by using one-way ANOVA followed by
Dunnett’s test. P < 0.05 was considered significantly different.

RESULTS

AP Preparation

AP fibril formation is preceded by multiple confor-
mational changes, including trimer, pentamer, or higher
molecular weight (MW) complex formation, also known
as AB-derived diftusible ligands (ADDLs), dodecameric

from LMW oligomers (n = 2-8) to HMW oligomers (n = 15-20); and
structures of higher order such as protofibrils (string of oligomers). The
nonfibrillar aggregates can be the “on pathway’” to fibril formation.
Structures are not drawn to scale. [Color figure can be viewed in the
online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com. |

ABO, ABOs composed of 15-20 monomers, and proto-
fibrils (string of ABOs; Jan et al., 2010). These interme-
diate AR species are collectively named “soluble AR”
(Deshpande et al., 2004; Fig. 1).

The “unprepared” solution contained many mono-
mers, tetramers, and pentamers but no low-molecular-
weight (LMW) or high-molecular-weight (HLW) diftus-
ible species (Fig. 2A). The agitated solution contained
some species with an MW of at most between 110 kDa
(HMW) and ~40 kDa (LMW) oligomers. It should be
mentioned that fibrils and protofibrils present in the
preparation were not transferred onto the membranes
because of their large MW; only LMW and HMW dif-
fusible species from “unprepared” and agitated solutions
were therefore studied and compared. However, the
amounts of these different species were highly dependent
on the initial lyophilized peptides used, as has been
observed by Wogulis et al. (2005).

The 40-100-kDa fraction was shown to contain
both prefibrillar and fibrillar oligomers as revealed by its
reactivity with A11 and OC antibodies (Fig. 2B,C) spe-
cific for prefibrillar (Kayed et al., 2003) and fibrillar
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Fig. 2. Representative WB analysis of agitated and unprepared AP
preparations probed with monoclonal mouse 6E10 antibody with
alkaline phosphatase-conjugated anti-mouse antibody (A). Left
“unprepared” A solution, right “agitated” solution. B: Polyclonal
rabbit OC antibody with alkaline phosphatase-conjugated anti-mouse
antibody of agitated AP preparations. C: Polyclonal rabbit A1l anti-
body with alkaline phosphatase-conjugated anti-rabbit antibody of
agitated AP preparations. [Color figure can be viewed in the online
issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

(Kayed et al., 2007) conformations, respectively (Kayed
et al, 2009; Tomic et al., 2009). A nonnegligible
amount of HMW oligomers reacted with A1l antibody
(Fig. 2C) and could be classified as prefibrillar.

Mitochondrial Death Pathway and Oxidative Stress

The pivotal role of CytC in apoptosis is well estab-
lished. Its translocation after apoptotic stimuli from mito-
chondria to cytoplasm and activation of caspases (9 and
3) involved in the execution of cell death program is
well documented (for review see Emerit et al., 2004).
Here, in very early stage, a small but significant increase
of CytC was observed for the lowest ABO concentra-
tion and after 1 hr incubation time; this increase became
very clear after 2 hr and was at its highest level after 4
hr of culture in the presence of ABO (Fig. 3a,al,a2). Af-
ter 8 hr, the CytC expression started to decrease, prob-
ably because of the mitochondrial final lesions.

Surface Met residues are particularly sensitive to
oxidative stress, which transforms them into MetO.
MetO is considered as an early marker of this phenom-
enon. Indeed, Met may function as a “‘radical sink’ and
protect cells from oxidative damage. MetO is rapidly
reduced to Met by methionine sulfoxide reductase, so
the system of Met—MetO functions as a natural oxidore-
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duction buffer (Moskovitz, 2005). Consecutively with
increase in cytoplasmic CytC, a MetO elevation was
observed that started weakly 2 hr and 4 hr after ABO
addition at a concentration of 0.3 umol/liter (Fig.
3b,b1,b2). This increase became significant after 16 hr
and 24 hr of intoxication. For the highest test concentra-
tions (0.6 and 1.25 pmol/liter), the oxidative stress was
significant at all times of culture in the presence of

ABO.

Apoptosis Evaluation and Cell Death

Our results show that the caspase-3 (Fig. 4a,al,a2)
activation could still be recorded after 4 hr of ABO
intoxication at the highest concentration of peptide (10
pmol/liter). After 16 hr of culture in the presence of
AB, significant caspase activation was observed at 5
pmol/liter, after 24 hr at 2.5 pmol/liter, and after 48 hr
at 1.25 pmol/liter.

The neuronal survival was evaluated by counting
cell bodies stained with MAP2. As shown in Figure 4b,
neuronal loss appeared after neurite network loss.
Between 1.25 and 5 pmol/liter, the number of neuronal
cell bodies did not significantly decrease even after 16 hr
of culture in the presence of ABO. A significant effect
was reached at a concentration of 5 pmol/liter and after
24 hr of culture, and also for longer times of incubation.
A massive neuronal death was observed after 48 hr of
intoxication (Fig. 5b,c). No toxic effect was observed af-
ter treatment with the unprepared solution of A after
24 or 48 hr (Figs. 4c, 5d). It should also be mentioned
that no difterence was observed in death kinetics of hip-
pocampal vs. cortical neurons (Figs. 4d, 5b,c).

Synapse Loss, Neurite Network Loss, and
Colocalization of APO and Synapses

Synapses not only control transmission of neuronal
signals thanks to neuromediators but also regulate
growth, differentiation, and death of neurons. The
microstructure of synapses was extensively studied to
elucidate the relationships between synaptic activity and
neuropathological phenomena as well as the mechanisms
involved in synaptogenesis and regulation of synapse
functioning (Nimchinsky et al., 2002).

The loss of neuronal synapses was evaluated by
measuring the decrease in the number of sites showing
colocalization of PSD95 and SYN in hippocampal neu-
rons (Fig. 6a). The significant decrease in synapse num-
ber started after 24 hr of culture in the presence of
ABO, was more pronounced after 48 hr of contact with
ABO, and was dose dependent. After 8 hr of intoxica-
tion, a slight decrease in synapse number was observed
at 0.6 and 1.25 pmol/liter concentrations. It was also
observed that ABO and synapses were colocalized (Fig.
6d).

The first significant effects on neurite network or-
ganization appeared 4 hr after ABO addition and at the
highest concentrations (5 and 10 pmol/liter; Fig. 6b). In
cultures in the presence of the lowest concentrations of
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Fig. 3. Mitochondrial death and oxidative stress induced by ABO.
Dose-dependent and time-dependent effect of ABO on CytC appa-
rition in the cytoplasm of cortical neurons (a) and on Met oxida-
tion of neuronal cytoplasmic membrane assessed by MetO forma-
tion (b). All data are expressed in mean = SEM of three separate
cultures in percentage of control. *P = 0.05. The values of control
cultures were referred to as 100%. Representative pictures of corti-

ABO, the first significant effects were observed after 16
hr of intoxication (2.5 pmol/liter). The low concentra-
tion of ABO induced some significant decrease in the
neurite network length only after a longer incubation
time (48 hr). It should be underscored that no difference
was observed in the kinetics of neurite network injuries
between hippocampal and cortical neurons (Fig. 6c).

DISCUSSION

Cytopathic Effects Are Due to LMW and HMW
ABO

AR peptides are produced as soluble monomers
and undergo oligomerization and amyloid fibril forma-
tion via a nucleation-dependent polymerization process
(Jan et al., 2010). During the course of in vitro A3 fibril
formation, various nonfibrillar intermediary aggregates
are formed; collectively called ‘“‘soluble oligomers and
protofibrils,” they were shown to precede the appear-
ance of fibrils (Fig. 1). Increasing evidence from various
sources points to ABO/protofibrils as putative toxic spe-

[AB pmoliL]

125 [AB molL]

cal neurons after O hr (al,b1) and 4 hr (a2) or 24 hr (b2) of incuba-
tion with 1.25 pmol/liter of peptide; neurons were fixed and dou-
bly immunolabeled with anti-MAP2 antibodies (green) and anti-
CytC or anti-MetO antibodies (red) and examined by double-im-
munofluorescence microscopy. Objective X40. Scale bar = 10 um.
[Color figure can be viewed in the online issue, which is available
at wileyonlinelibrary.com.]

cies in AD pathogenesis. Dimers and trimers have been
found in the soluble fractions of human brain and amy-
loid plaque extracts, which suggests that these LMW
ABO could be the fundamental building blocks of larger
oligomers or insoluble amyloid fibrils (Kayed et al,
2009). Furthermore, the exact mechanisms by which
these species contribute to A3 toxicity in vivo and the
nature of the toxic species are not yet fully understood.
Recent evidence suggests that accelerating the process of
AR fibrillation greatly enhances A toxicity in vitro
(Wogulis et al., 2005) and the spread of amyloid pathol-
ogy in vivo (Eisele et al., 2009). Deshpande et al. (2006)
showed that AP-soluble species caused a fast and massive
toxic effect, whereas AP fibrils induce progressive dys-
trophy and low cell death of cortical neurons in culture.
Our results support this observation. Only the agi-
tated solution contained LMW and HMW, and ABO
induced rapid cell damage and death, whereas the unpre-
pared solution containing A monomers and fibrils
(which were not transfer onto WB membrane because
of their size but were visible under optical microscopy;

Journal of Neuroscience Research
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Fig. 4. Dose-dependent and time-dependent effect of ABO on cas-  trol. *P = 0.05. The values of control cultures were referred to as

pase-3 appearance in the cytoplasm of cortical neurons (a) and on
neuron survival (b; neurons were identified by specific immunostain-
ing for MAP2). ¢: Comparative dose-dependent and time-dependent
effect of unprepared and agitated solutions of AP peptide on cortical
neuron survival. d: Comparative dose-dependent and time-dependent
effects of ABO on cortical (cn) and hippocampal (hn) survival. All
data are mean = SEM of three separate cultures in percentage of con-

data not shown) was lightly toxic within the same inter-
val of time. We showed that our agitated preparation
contains a mixture of LMW and HMW oligomers (with
an average size of ~90 kDa; see WBs) a fraction of
which was prefibrillar and possibly toxic (discussion by
Caughey and Lansbury, 2003). It has to be mentioned
that, when we suspended AP lyophilized peptides in
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100%. Representative pictures of cortical neurons after O hr (al) and
48 hr (a2) of incubation with 10 pmol/liter peptide. Neurons were
fixed and doubly immunolabeled with anti-MAP2 (green) and anticas-
pase 3 antibodies (red) and examined by double-immunofluorescence
microscopy. Nuclei appear in blue after Hoechst labeling (a2). Objec-
tive X40. Scale bar = 10 pm. [Color figure can be viewed in the
online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.|

water solution (as done by many researchers and recom-
mended by commercial manufacturers) and agitated as
mentioned in Materials and Methods, a clear solution
was produced (composed mainly of AR monomers and
devoid of ABO), and no toxicity was observed in the
first 48 hr of cortical and hippocampal neurons (data not
shown).
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Fig. 5. Representative pictures of control (no peptide) cortical neu-
rons (a), and after 48 hr application of 10 pmol/liter of peptide in
cortical neurons (b), in hippocampal neurons (c), and in cortical
neurons of unagitated solution of peptide (d). Neurons were fixed

The 40-110-kDa fraction was predominantly fibril-
lar. It has been shown that soluble fibrillar oligomers
were 51gn1ﬁcantly increased but prefibrillar oligomer
(A117) have been shown not to be correlated with cog-
nitive dysfunctlon in AD brains (Tomic et al., 2009).
Nevertheless, A11" prefibrillar oligomers were toxic in
vitro (Kayed et al., 2003; Demuro et al., 2005). Tomic
et al. (2009) suggested that, in brains of nondemented
individuals, unknown factors could modulate their toxic-
ity, and, because prefibrillar oligomers (A11") were
intermediates in fibril formation (Kayed et al., 2003), it
is possible that thelr conformational conversion to fibril-
lar oligomers (OC™) is an important factor in toxicity.

APO Induces a Rapid, Massive, and Transient
Oxidative Stress in Neurons and Caspase-3
Activation

ABO produced a rapid increase in oxidative stress
as measured by elevation of MetO levels, already
observed with low concentrations of peptide, within the

and doubly immunolabeled with anti-MAP2 and examined by dou-
ble-immunofluorescence microscopy. Objective X20. Scale bar =
10 pm. [Color figure can be viewed in the online issue, which is
available at wileyonlinelibrary.com.|

2 hr following its addition to the cultures. This early
event occurred before any physical damage to neurons
(loss of synapses or cell death) or any activation of the
death pathway (increase in caspase level). The mitochon-
drial death pathway (seen by the increase of CytC in
neuronal cytoplasm) was triggered after 2 hr of contact
with ABO. The greatest effect was reached after 4 hr at
the lowest concentration tested. This eftect was dose de-
pendent; at low concentrations, ABO induced a chronic
mitochondrial alteration without cell death. These
changes occurred simultaneously with the increase in cell
membrane oxidation (elevation in MetO levels). Such
subtle mechanisms could explain the first cognitive
impairments observed in AD. Indeed, mltochondrla are
crucial for energy supply and intracellular Ca®* regula-
tion; their disruption induces alteration of neuronal
transmission. Oxidative damage from superoxide is
thought to be prevented primarily by mitochondrial
superoxide dismutase (for review see Murphy, 2009).
When the capacity of mitochondria and cells to detoxify
has been exceeded, the resulting oxidative stress can acti-
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Fig. 6. Dose-dependent and time-dependent effect of ABO on syn-
aptic loss of cortical neurons (a) and on neurite network disappear-
ance of cortical neurons (b). c¢: Comparative dose-dependent and
time-dependent effect of ABO on neurite network disappearance of
cortical (cn) and hippocampal (hn) neurons. All data are mean *
SEM of three separate cultures in percentage of control. ¥*P = 0.05.
The values of control cultures were referred to as 100%. d: Colocali-

vate the mitochondrial permeability transition pore. This
allows free diffusion of mitochondrial molecules of less
than 1,500 Da from mitochondrial matrix to cytosol,
resulting in swelling of mitochondria, with massive
release of CytC and caspase activation (Emerit et al.,
2004). One cannot exclude that mitochondrial injuries
play a role in synapse loss, because it has been shown (Li
et al., 2003) that mitochondria located within dendritic
spines are essential for the formation and maintenance of
synapses.

Caspase-3 moves to the nucleus, initiating the ap-
optosis death program, and finally an enhanced loss of
neurons was noted. In this study, we observed a high
elevation of caspase-3 within the 8 hr following expo-
sure to high ABO concentrations. Neuronal death
occurred within the following 24 hr of exposure to
the lowest doses of ABO. ABO has been shown to
induce perforation of neuronal membranes (causing an
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zation of ABO (arrows) added for 4 hr at 0.3 pmol/liter and synapses
(red) of cortical neurons; neurons were fixed and immunolabeled
with anti-SYN (red), and ABO was immunolabeled with anti-6E10
antibodies (green) and examined by double-immunofluorescence
confocal microscopy. Objective X63. Scale bar = 10 pm. [Color
figure can be viewed in the online issue, which is available at
wileyonlinelibrary.com.]

increase in membrane conductance and intracellular
calcium influx and extracellular ethidium bromide dif-
fusion into cytoplasm [Sepulveda et al., 2010]). This
could explain the massive oxidant species (superoxide)
production.

Synaptic Loss, the First Structural Cytopathic
Effect Induced by ABO

Loss of synapses was observed (within the first 8
hr) at low concentrations of ABO (0.3—0.6 pmol/liter)
before any cell death and caspase activation; it appeared
together with CytC release and Met oxidation. Previous
studies showed that, independently of oxidative stress,
ABO was able to inhibit mitochondrial movement in
hippocampal neurons. This damage seemed to be inde-
pendent of cell death and other major alterations of cel-

lular structures. Indeed, Rui et al. (2006, 2010) have
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proved that inhibition of mitochondria transport
occurred within the first minutes after application of AP,
which suggested a very early effect of the peptide, unlike
other long-term toxic eftects involved in cell death and
degenerative phenomena. Our results support this hy-
pothesis; death of neurons was initiated when synaptic
loss had already occurred. Moreover, we observed a spe-
cific localization of ABO at the synapses (see Fig. 5b).
Within the first 2 hr of intoxication, ABO was shown
to bind specifically and preferentially to synapses. Such a
preferential colocalization could be linked to the high
N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor concentration
existing in the postsynaptic membrane; the specific bind-
ing to NMDA receptors could partially induce synapse
disorganization. These results were in agreement with
previous work showing that ABO could decrease den-
dritic spine density and alter glutamatergic signaling in
CA1 pyramidal neurons in rat hippocampal organotypic
slices (Hsieh et al., 2006; Selkoe, 2008).

In hippocampal neurons, ABO exerts not only an
acute inhibition of mitochondria trafficking but also of
receptors (Rui et al., 2010) such as AMPA postsynaptic
receptors. In fact, ABO induced synapse destabilization,
and their loss is already important at low concentrations
(nanomolar range), within a mean time of 824 hr. As a
consequence, AP causes tau missorting, loss of cell polar-
ity, and loss of dendritic microtubules. This in turn leads
to impaired mitochondria transport whereby synapses
cannot be maintained (Zempel and Mandelkow, 2012).

Disorganization of the Neurite Network

Taken together, these results agree with previous
observations showing that AP dimers could be isolated
from cortices of patients with typical AD and at subna-
nomolar concentrations. They also induced early hyper-
phosphorylation of protein tau at AD-relevant epitopes
in hippocampal neurons. They disrupted microtubule
cytoskeleton and caused neuritic degeneration, in the ab-
sence of amyloid fibrils (Jin et al., 2011). Here, similar
structural effects were observed with a synthetic prepara-
tion of ABO (containing mainly large oligomers). Disor-
ganization of the neurite network occurring at low con-
centrations and within the first 8 hr of intoxication
could be due to hyperphosphorylation; this issue is cur-
rently under investigation in our laboratory.

Concomitantly with or subsequent to loss of synap-
ses, the neurite network is disorganized and the length
of neuritic structures progressively decreases as soon as
the disease progresses. Although it is not known whether
loss of neurites is responsible for loss of synapses or, con-
versely and more probably, loss of synapses results in dis-
appearance of neuritis, this phenomenon certainly plays
an important role during AD.

Effects of ABO Develop Sequentially

Our results show the sequential events occurring in
the presence of extracellular ABO and lead to the fol-

lowing general conclusions: 1) all toxic events are linked
to ABO and develop according to a precise timing
through a specific pathway; 2) ABO are probably the
key intermediates in AD pathogenesis; 3) the present
model, using AB peptide preparation containing ABO,
allows reproduction of some essential neuropathological
teatures of AD; and 4) the pathological mechanisms
involved were similar whatever the kind of neurons
tested (cortical vs. hippocampal neurons). For many
years, it has been argued that insoluble AP fibrillar
aggregates found in amyloid plaques were the causes of
AD and initiated the neurodegenerative cascades
observed in the disease. We have observed here that
only a specific amyloid entity (ABO with a size of 40—
100 kDa) is involved in the neurotoxicity process. These
results were in accordance with recent findings indicat-
ing that only oligomers (intermediate species) were
involved in the toxicity of AP (for review see Sakono
and Zako, 2010). According to these results, we cannot
exclude that plaques play a role in the degeneration of
neurons. Indeed, there is evidence that periplaque AB
assemblies were associated with local dendritic spine loss
and neuritic dystrophy in AD brains (Koftie et al.,
2009). The presence of bioactive dimers within amyloid
plaque cores (Jin et al., 2011) suggests that plaques serve
as local reservoirs of small oligomers that can diftuse
away from them and cause surrounding neuritic/synaptic
injury (Haass and Selkoe, 2007). Thus, therapeutic
approaches focused solely on fibril destabilization may
have the undesirable side effect of increasing a soluble
pool of neurotoxic ABO and protofibrils.

To understand better the mode of action of ABO
and to find new potential treatments against AD, robust
and specific in vitro systems are needed. Our in vitro
primary cell culture model mimicking in vivo neuro-
pathological lesions allows reproducing the sequential
damages of ABO occurring in cortical/hippocampal neu-
rons. With a single system, it is therefore possible 1) to
embrace all toxic mechanisms at defined times and con-
centrations and to study each involved pathway (the
early mechanisms as well as the late cell death) and 2) to
study effects of new molecules on the difterent neuro-
toxic pathways responsible for the development of AD.
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4.1.2. Résultats complémentaires.

Il est important de noter que le lot d’AB utilisé dans I'article présenté ci-dessus et celui
qui I'a été dans les résultats qui vont suivre n’est pas le méme.

En effet, pour I’article de 2013 la solution d’AB contenait 20 % d’oligoméres (pour une
concentration totale de peptide de 10 umol/L, il y avait 2 umol/L d’ABO). En revanche pour
les manipulations complémentaires, le lot d’AB utilisé contenait 10 % d’oligoméres (pour une
concentration totale de peptide de 20 umol/L, il y avait 2 umol/L d’ABO).

C’est pourquoi les résultats sont exprimés en concentration d’AB total dans I'article et
en concentration d’ABO dans les résultats complémentaires ce qui permet une comparaison

plus aisée, au prix d’un simple calcul.

4.1.2.1. Effet de différents antagonistes des récepteurs du glutamate sur une

intoxication de neurones corticaux par des ABO.

Pour étudier la possible implication des récepteurs du NMDA, nous avons utilisé
différents antagonistes des récepteurs du NMDA et d’un récepteur métabotropique du
Glutamate, le mGlu5. Le MK801 est un antagoniste général des récepteurs du NMDA, la
mémantine est un antagoniste des récepteurs extra synaptiques du NMDA et I'ifenprodil, un
inhibiteur des sous sous-unités 2B des récepteurs NMDA. Quant au MPEP, c’est un inhibiteur
du mGlu5. L’hypothése sous-jacente a ces expériences consiste a supposer que les ABO
peuvent se lier a I'un de ces récepteurs, et que les antagonistes les empéchent de les

reconnaitre. La Figure ci-dessous rend compte des résultats obtenus lors de ces études.
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Figure 11 : Effet de différents antagonistes de récepteurs du glutamate

(a) MPEP ; (b) MK801 ; (c) Mémantine, (d) Ifenprodil, sur la survie (1) et le réseau neuritique (2) des neurones corticaux apres une

intoxication a ’ABO (2 umol/L, 24h). Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contréle +/- SEM (100 % = pas de

traitement) * p< 0.05 est considéré comme significatif * p < 0.05 vs ABO (one-way ANOVA suivi d’un test Dunnett).
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L’ABO a 2 umol/L appliqué pendant 24 h induit une mort neuronale (~30 %) et une
diminution du réseau neuritique (~40 %).

Le MPEP (2-Methyl-6-(phényléthynyl)pyridine a 5 umol/L), antagoniste sélectif des
récepteurs métabotropes du glutamate (mGIuR5), pré-incubé 1 h avant I'adjonction du
peptide, protege totalement les neurones corticaux de la mort mais n’a pas d’effet sur le
réseau neuritique.

Le MK801 (a 10 et 20 umol/L), antagoniste général des récepteurs NMDA, protége
totalement les neurones corticaux d’une intoxication par I’ABO.

La mémantine, antagoniste non compétitif de faible affinité des NMDAR, dépendant
du voltage, peut inhiber l'influx prolongé d’ions Ca2+, particulierement celui qui est convoyé
par les récepteurs extra synaptiques. La mémantine a partir de 5 umol/L protége partiellement
les neurones corticaux ainsi que le réseau neuritique, tandis que l'ifenprodil, antagoniste
sélectif des sous unités 2b des récepteurs NMDA, protége totalement les neurones corticaux

d’une intoxication par I’ABO.

4.1.2.2. Effet des ABO sur les flux calciques convoyés par les récepteurs du

NMDA.

L'effet toxique des ABO impliquant I’'engagement des récepteurs du glutamate,
une augmentation massive de la concentration intra neuronale en ions Ca2+ pourrait en
expliquer les effets toxiques aigus. C'est pourquoi nous avons tenté de déterminer si la
complexation des ions Ca2+ extracellulaires pouvait diminuer I'influx calcique éventuellement

déclenché par I'adjonction d’ABO a des cultures de neurones corticaux.
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Effet de 'ABO sur les flux calciques
en présence de BAPTA et MK801
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Figure 12: Effet de I’ABO sur les flux calciques en présence de BAPTA.
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contréle +/- SEM (100 % = pas de traitement) * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 vs groupe contréle (one-way ANOVA suivi d’un test Dunnett).

La Figure 12 montre que les ABO provoquent effectivement une augmentation massive
de la concentration des ions Ca2+dans le cytoplasme des neurones, aprés 10 min
d’application. De plus en présence du MK801, antagoniste de RNMDA, I'augmentation de la
concentration des ions Ca2+ est totalement inhibée. En présence de BAPTA, chélateur sélectif
des ions calcium, le flux calcique est aboli ce qui indique que cette augmentation a bien pour

origine les ions Ca2+ extracellulaires (Fig. 12).
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Effet du BAPTA sur la survie des neurones Effet du BAPTA surla caspase 3 d'une culture primaire

corticaux apres application d'ABO (4H) de neurones corticaux apres application d'ABO (4H)
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Figure 13: Effet du BAPTA sur a) la survie neuronale b) la caspase 3 aprés une intoxication a I’AB0.
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au controle +/- SEM (100 % = pas de traitement) * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 vs groupe contréle (one-way ANOVA suivi d’un test Dunnett).

Aprés 4 h d’application d’ABO (2 umol/L), 15 % des neurones sont tués et 'activité de
la caspase 3 est augmentée. En présence de BAPTA, le peptide B amyloide n’exerce plus d’effet

toxique sur les neurones corticaux, et I'activation de la caspase 3 est totalement abolie.

4.1.2.3.  Effet des ABO sur la libération de glutamate par les neurones et les

cellules associées de la culture

Les ABO provoquent une augmentation légére mais significative de la
concentration du glutamate extracellulaire, dans les 2 premieres minutes qui suivent leur
adjonction aux cultures de neurones corticaux (Fig. 14). Comme la culture contient, outre les
neurones, des astrocytes et d’autres types cellulaires, il n’est pas possible d’assigner une
origine cellulaire certaine a cette portion de glutamate: il peut provenir des neurones

(glutamate présynaptique par exemple) ou des astrocytes.
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Effet d'ABO sur la concentration de glutamate
extracellulaire aprés 2 min d'application
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Figure 14: Effet d’ABO sur la concentration de glutamate extracellulaire aprés 2 min d’application.
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contrdle +/- SEM (100 % = pas de traitement) * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 t test contréle vs ABO.

4.1.2.4.  Effet du glutamate sur une intoxication ABO

Quoi qu'’il en soit, cette excrétion ou sécrétion de glutamate invite a rechercher les
possibles interactions existantes entre glutamate et ABO, en faisant I’"hypothése raisonnable
gu’il s’agit d’une réaction d’homéostasie destinée a maintenir un état d’excitabilité normal ou
qguasi normal des neurones exposés aux APO. La Figure 15 vérifie la validité de cette
hypothése. Les ABO a 2 umol/L induisent une mort neuronale et une désorganisation du
réseau neuritique qui s’accroit avec le temps de traitement. Le glutamate, a la concentration
de 100 et 500 nmol/l protége significativement les neurones ; il diminue leur mortalité et
protege le réseau neuritique de la désorganisation, ces effets se manifestant aprés 16 h

d’application.
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Figure 15: Effet du glutamate sur a) la survie b) le réseau neuritique des neurones corticaux aprés une intoxication a I'’AB0 (2 umol/L, &
différents temps).
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contrdle +/- SEM (100 % = pas de traitement) * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 vs ABO (one-way ANOVA suivi d’un test Dunnett).

4.1.2.5. Effet d’ABO sur I'activation de la GSK3p et sur I’hyperphosphorylation
de tau.
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Figure 16: Effet d’ABO sur le niveau d’expression de la protéine GSK38 et sur I’hyperphosphorylation de tau apres une intoxication de 8 h.
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ABO provoque une activation de la GSK3f et donc une hyperphosphorylation de tau apres 8

h d’intoxication.

4.1.2.6. Effet d’ABO sur des astrocytes purifiés

Effet d'ABO sur des astrocytes purifiés
avec et sans BAPTA aprés 4h d'application

120

-B- Avec BAPTA
—® sans BAPTA

1001

801

60 A

Survie (% de controle, GFAP)

Figure 17: Effet d’ABO a différentes concentrations avec et sans BAPTA sur la survie des astrocytes purifiés apres une intoxication de 4 h.
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contrdle +/- SEM (100 % = pas de traitement) * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 vs contréle (one-way ANOVA suivi d’un test Dunnett).

ABO a un effet toxique non seulement sur les neurones comme vue précédemment
mais aussi sur les astrocytes. Cet effet est dépendant de la dose apres 4 h d’application.
En présence de BAPTA dans le milieu, ABO n’a plus d’effet sur les astrocytes.

ABO a une nouvelle fois besoin du calcium extracellulaire pour agir sur cette cible.
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4.1.3. Discussion

Les NMDAR sont impliqués dans la neurotoxicité de ’ABO comme le montrent les
résultats obtenus avec le MK801 (Fig. 11b), un antagoniste général de ces récepteurs.
L'usage d’un antagoniste plus spécifique a permis d’identifier celle des sous-unités des
NMDAR qui sont les plus impliquées dans ce phénomene : il s’agit des sous-unités 2B comme
le prouve la protection totale des neurones contre la toxicité des ABO par I'lIfenprodil (Fig.
11d). La Mémantine n’a qu’un effet protecteur minime (Fig. 11c) ce qui indique que les
NMDAR extra synaptiques sont faiblement impliqués dans la toxicité des ABO. Enfin d’autres
récepteurs glutamatergiques, tel que les mGIuR5, semblent aussi intervenir dans la toxicité
ABO (Fig. 11a). La localisation exacte de ces récepteurs métabotropes (elle peut étre
neuronale et/ou astrocytaire) impliqués dans la toxicité des ABO demande a étre plus
finement étudiée. Nous émettons I'hypothese que les mGIuR5 astrocytaires sont
indirectement impliqués dans la mesure ou les ABO sont toxiques pour les astrocytes et que
cette toxicité exige un influx calcique pour se manifester. Il est donc nécessaire de vérifier le
type de mort, apoptotique ou nécrotique qu’induisent les ABO sur les astrocytes. Une mort
par nécrose pourrait alors rendre compte partiellement de I'augmentation de la
concentration de glutamate dans les cultures : elle résulterait d’un effet quasi mécanique de
désintégration des vésicules astrocytaires a glutamate, sans compter la libération de ce
médiateur sous I’effet de la rentrée de calcium.

Les NMDAR sont perméables aux ions Ca2+ ; un influx de ces ions dans le neurone
joue un réle important dans la modulation de la plasticité synaptique. Nous avons étudié les
flux calciques induits par les ABO : le peptide ABO induit effectivement un influx massif
d’ions Ca2+ peut-étre a hauteur des épines dendritiques (Fig. 12), apres 10 min
d’application ; il peut donc intervenir dans le processus de LTD, et, bien entendu, dans
I’excitotoxicité et la mort neuronale.

Ce flux calcique n’est observé qu’aprés 10 min d’application des ABO. Il se peut donc
qgue les NMDAR ne soient pas la premiére cible d’ABO, ou que leur affinité pour ces
récepteurs soit faible, ou encore que la forme oligomérique de I’Ap ait du mal a se
positionner convenablement sur eux en raison de son encombrement stérique.

Nous avons observé une légere augmentation du glutamate extracellulaire, 2 min apres

I'application des ABO. Elle peut étre consécutive a une inhibition de la recapture du
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glutamate, ou a une libération d’origine neuronale ou astrocytaire. Talantova et al., 2013 ont
montré que |'activation des eNMDAR est déclenchée par le glutamate libéré par les
astrocytes en réponse a I'AB et nos propres résultats viennent confirmer ces conclusions. La
stimulation des eNMDAR est rapidement suivie d’une diminution de I’excitation
postsynaptique, de la génération de monoxyde d'azote, de I'hyperphosphorylation de la

protéine T et de I'activation de la caspase-3.

La recapture du glutamate est réalisée par des transporteurs membranaires localisés
aussi bien sur les neurones que sur les cellules gliales. Il en existe cing sous-types, dont les
génes ont été clonés (Danbolt et al., 2016). Les transporteurs montrent un grand degré de
conservation interspécifique. Chez I’homme, ils sont appelés transporteurs des acides
aminés excitateurs (EAAT1-5 pour excitatory amino acid transporter). Les transporteurs
astrocytaires sont présents en plus grande quantité sur la membrane plasmique des
astrocytes que sur celle des neurones, et comme les astrocytes en général "encadrent
littéralement les synapses, ils constituent un rempart efficace contre la diffusion du
glutamate dans I'espace extracellulaire. Han et al., 2016 ont montré que les ABO induisaient
une diminution de I'expression des EAAT1 et EAAT2. Il se pourrait donc que I'augmentation
du glutamate extracellulaire induit par les ABO soit également due a 'inhibition de la
recapture du glutamate par les EAAT astrocytaires a quoi s’ajoute, nous I'avons déja signalé,
une augmentation de la libération du glutamate convoyée par les mgluR.

En raison de la toxicité des ABO pour les astrocytes (Fig. 17), et de I'importance des
EAAT dans la régulation de la concentration extracellulaire de glutamate, il apparait que ces
cellules jouent certainement un réle important dans la toxicité globale de I’AB pour les
neurones corticaux en culture.

L’ensemble des résultats que nous avons obtenus nous permet d’établir une
séquence chronologique putative des événements qui conduisent a I'expression des effets

toxiques des ABO (Fig. 18) :
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Omin 2 min 10 min 1H 2H 4H 8H

Figure 18 : Séquence putative des événements conduisant a I’expression des effets toxiques des ABO.

De plus les résultats obtenus permettent d’inférer que les hypotheses suivantes :

- Augmentent la concentration du glutamate dans la fente synaptique soit par un
relargage provenant du bouton présynaptique et/ ou des astrocytes soit par
inhibition du systéme de recapture par les EAAT.

- Induisent un transport latéral des NMDAR2B

- Interagissent avec les mGIluR5, favorisent leur agrégation dans la zone synaptique, les
activent en s’y engageant, et exercent des effets déléteres sur le fonctionnement des
NMDAR et ’homéostasie du Ca2 + cytosolique intra neuronal.

- Susciteraient un influx massif de Ca2+ a hauteur des épines dendritiques, et

participeraient au processus de LTD.
A titre d’hypothése, nous schématisons dans la Figure 19 les mécanismes susceptibles

d’étre impliqués dans la toxicité des ABO, et dans sa prévention par des antagonistes de

différents récepteurs du glutamate.
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Figure 19 : Représentation schématique des événements impliqués dans la toxicité des ABO [A] et de leur prévention par des antagonistes

de différents récepteurs du glutamate [B].

PosterAD/PD 2015: Neurodegeneration induced by Ab oligomeric fractions : Role of NMIDA receptors and mGIuR5

Maud Combes, Philippe Poindron, Jean Mariani and Noelle Callizot
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4.1.4.  Toxicité chronique du peptide AB induite par I'activation de Ia

microglie.

Nous ouvrons avec cette section un dernier chapitre relatif aux résultats
complémentaires. Il a trait a I'intervention de la microglie dans les phénomeénes
neuropathologiques liés a la MA.

Dans I'article présenté ci-dessus, et avec les résultats complémentaires que nous
venons d’exposer sommairement, nous observons qu’en jouant sur la concentration et le
temps d'exposition des cultures aux ABO, il est possible de reproduire aussi bien les premiers
effets de ce traitement, tels que I'augmentation du glutamate extracellulaire, le stress
oxydatif que nous qualifions d’effets aigus, que les effets a long terme tel que la mort
neuronale qui en refléte les effets chroniques.

Dans le modeéle qui suit, qui inclut la présence diment contrélée de cellules
microgliales, et en utilisant une préparation contenant des ABO a des concentrations
relativement faibles, nous observons dans un premier temps le développement des
caractéristiques neuropathologiques de la MA et dans un second, une réponse
neuroinflammatoire liée a une activation de la microglie et a une libération de cytokines pro
inflammatoire. Les oligoméres et les fibrilles sont des activateurs puissants des cellules
microgliales. Classiquement, la microglie activée libére des molécules pro-inflammatoires et
neurotoxiques qui contribuent a la perte neuronale (Schlachetzki and Hll, 2009; Tao et al.,
2018). C'est a cette question que tentent de répondre les expériences complémentaires

dont les résultats sont présentés ci-apres.
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4.1.4.1. Effet d’ABO sur les neurones corticaux cultivés en présence de

Effet d’ABO sur la survie des neurones corticaux Effet d’ABO surle réseau neuritique de neurones corticaux
primaire cultivés avec de la microglie. primaire cultivés avec de la microglie.
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Effet d'’ABO sur I'hnyperphosphorylation de la protéine tau sur des neurones
corticaux primaire cultivés avec de la microglie.
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Figure 20: Effet d’ABO sur a) la survie b) le réseau neuritique c) I’hyperphosphorylation de tau des neurones corticaux cultivé en présence de
microglie apres une intoxication de 72 h.
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contrdle +/- SEM (100 % = pas de traitement) * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 t test contréle vs ABO.

Les ABO appliqués pendant 72 h a la concentration de 0,5 umol/L induisent une mort
neuronale importante et significative ainsi qu’une perte neuritique et une augmentation la
phosphorylation de la protéine 1. Ces résultats viennent confirmer ceux que nous avons
présentés dans 'article et dans des résultats complémentaires obtenus dans des conditions

ou les cultures contiennent peu de cellules microgliales.
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4.1.4.2. Effet des ABO sur les neurones corticaux cultivés en présence de

microglie : phénomenes neuro-inflammatoires.

Effet d’ABO sur l'activation de la microglie sur une culture primaire de Effet d'ABO sur la libération de TNFa sur des cultures de neurones
neurones corticaux cultivés avec de la microglie. corticaux primaires cultivés avec de la microglie.
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Figure 21: Effet d’ABO sur a) I'activation de la microglie b) la libération de TNFa c) la libération d’IL-18 d) la libération d’IL-6 sur des cultures
de neurones corticaux cultivés en présence de microglie aprés une intoxication de 72 h.
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contréle +/- SEM (100 % = pas de traitement) pour la figure a et en quantité

(pg/ml) pour les autres figures. * p< 0.05 est considéré comme significatif * p < 0.05 t test contréle vs ABO.

La mort neuronale induite par I'application d’ABO a 0.5 pumol/L pendant 72 h est associée
a une activation massive de la microglie ainsi qu’a une libération de plusieurs cytokines
(TNFa, IL-1B et IL-6) dans le milieu de culture. La présence et I'activation de la microglie est
vérifiée par un Ac dirigé contre un marqueur d’activation. Bien que ces expériences ne
permettent pas de conclure de I'effet des ABO en absence de microglie, ils sont significatifs
d’un phénomene qui survient sans aucun doute dans un tissu cérébral adulte. L’effet des
cytokines pures sur des cultures pauvres en microglie n’a pas été étudié, faute de temps,
mais il est raisonnable de supposer qu’elles jouent un role non négligeable dans les

phénoménes neuro-inflammatoires.
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4.2. Publication N°2: “Glutamate Protects Neuromuscular
Junctions from Deleterious Effects of b-Amyloid
Peptide and Conversely: an In Vitro Study in a Nerve—

Muscle Coculture”

4.2.1. Résumeé

Dans des modeéles de souris Alzheimer on observe une perte substantielle du réseau
neuritique associée a une mort importante des motoneurones. De plus une accumulation
notable d’AB1-42 dans les motoneurones spinaux et la moelle épiniere de patients atteints de
SLA a été observé. Les neurones moteurs sont trés sensibles aux effets excitotoxiques du
glutamate qui est connu pour jouer un réle important dans la physiopathologie de la SLA et

notamment dans la dégénérescence des neurones moteurs.

De plus il a été montré que les niveaux d’AB1-42 sont élevés dans les moelles épinieres
de souris SOD1 (G93A) (modeéle murin de sclérose latérale amyotrophique familiale [SLAf]) et
que le peptide AB est localisé principalement dans des motoneurones affectés. La perte de
jonction neuromusculaire (JNM) et la dégénérescence des motoneurones est réduite chez
les souris SOD1 quand I'APP est génétiquement enlevé, suggérant que I'APP endogéne

contribue activement a la physiopathologie de cette forme de SLA.

Dans I'article que nous présentons ci-apres, nous étudions le lien qui est susceptible
d’exister entre I'AB et le glutamate dans l'installation et le développement du processus
neurodégénératif, en utilisant le modéle de coculture nerf-muscle. A cette fin nous
procédons a une étude quantitative du réseau neuritique et des jonctions neuromusculaires
[JNM] dans différentes conditions expérimentales. Il apparait que les JINM sont extrémement
sensibles a I’AB dont la toxicité implique I'intervention du glutamate et des récepteurs du

NMDA. Glutamate et AB agissent donc de maniere liée.

Dans des résultats complémentaires publiés sous forme de posters, nous étudions les

mécanismes par lesquels I’AB suscite la perte des JNM. Nous utilisons différents antagonistes
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des récepteurs du glutamate qui exercent leurs effets antagonistes en précisant certains
aspects sur différentes sous unités de ces récepteurs. Ces travaux confirment I'intervention

des récepteurs NMDA dans la toxicité de I’AB et la précisent.

Enfin, pour mieux comprendre les roles respectifs des compartiments de la coculture,
les effets de I’AB et du glutamate ont été étudiés sur des cultures de cellules musculaires
humaines pures et sur des cultures de motoneurones ; s’y est aussi ajouté, une étude du

métabolisme du glucose et des transporteurs.
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Glutamate Protects Neuromuscular Junctions from Deleterious
Effects of b-Amyloid Peptide and Conversely: an In Vitro Study in a

Nerve—Muscle Coculture. J Neurosci Res. 2015 Apr;93(4):633-43. doi:
10.1002/jnr.23524. Epub 2014 Dec 9.
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Journal of Neuroscience Research 00:00-00 (2014)

Glutamate Protects Neuromuscular
Junctions From Deleterious Effects

of f-Amyloid Peptide and Conversely:
an In Vitro Study in a Nerve—Muscle

Coculture

Maud Combes, Philippe Poindron, and Noelle Callizot*
Department of Research and Development, Neuro-Sys SAS, Gardanne, France

Murine models of Alzheimer’s disease with elevated levels
of amyloid-B (AB) peptide present motor axon defects
and neuronal death. AB_4» accumulation is observed in
motor neurons and spinal cords of sporadic and familial
cases of amyotrophic lateral sclerosis (ALS). Motor neu-
rons are highly susceptible to glutamate, which has a role
in ALS neuronal degeneration. The current study investi-
gates the link between AB and glutamate in this neurode-
generative process. Primary rat nerve and human muscle
cocultures were intoxicated with glutamate or AB. Neuro-
muscular junction (NMJ) mean size and neurite length
were evaluated. The role of N-methyl-D-aspartate recep-
tor (NMDAR) was investigated by using MK801. Giluta-
mate and AP production were evaluated in culture
supernatant. The current study shows that NMJs are
highly sensitive to AR peptide, that the toxic pathway
involves glutamate and NMDAR, and that glutamate and
AB act in an interlinked manner. Some motor diseases
(e.g., ALS), therefore, could be considered from a
new point of view related to these balance disturban-
Ces. © 2014 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: amyloid-B peptide; glutamate; NMJ; ALS;
NMDAR

Amyloid-B (AB) peptide is found in large amounts
in Alzheimer’s disease (AD) patient brains. Although it is
deleterious at high concentrations, Ap is present at low
concentrations in normal brains throughout life (Giedrai-
tis et al., 2007). Its dual role is often evoked in the litera-
ture; AR exerts a neurotrophic action in differentiating
neurons, whereas high concentrations cause degeneration
of mature neurons (Yankner et al., 1990). A promotes
neuronal growth and survival (Bishop and Robinson,
2004; Giuffrida et al., 2010) and protects neurons against
excitotoxic death (Giuffrida et al., 2009). AB has also
been implicated in neurogenesis (Lopez-Toledano et al.,
2004) and, in the picomolar range, in neuronal plasticity
(Puzzo et al., 2008). Similarly, it has been shown that

© 2014 Wiley Periodicals, Inc.

mice treated with AP antibody or an amyloid precursor
protein (APP) siRNA show synaptic plasticity and mem-
ory impairments (Puzzo and Arancio, 2013). The addition
of human A_4, abolished these deficits, suggesting that
physiological AB concentrations are required. Other stud-
ies have suggested that AR stimulates or inhibits the pre-
synaptic release of excitatory neurotransmitters (i.e.,
aspartate and glutamate), depending on the dose (Mura
et al., 2012). Depending on the concentration, A3 might
exert a positive regulation on excitatory synaptic transmis-
sion (low physiological concentrations) or a negative one
(high pathological concentrations).

Glutamate is the major excitatory neurotransmitter
in the central nervous system; it is involved in synaptic
transmission, neuronal growth and differentiation, synap-
tic plasticity, learning, and memory (Butterfield and
Pocernich, 2003). The role of the glutamatergic system is
to convert nerve impulses into a chemical stimulus by
controlling the concentration of glutamate at the synapse.
However, excitotoxicity occurs when the levels of synap-
tic glutamate are increased, resulting in increased calcium
intake and neuronal injury (Sen et al., 2005). Motor neu-
rons (MN) are particularly susceptible to high levels of
glutamate (Van Den Bosch and Robberecht, 2000). MN
axon defects (Malm et al., 2006) and MN death (Stephan
et al.,, 2001) have been observed in murine models of
familial AD in which elevated levels of AR are produced.
Additionally, some authors have shown that A levels are
elevated in spinal cords of late-stage superoxide dismutase
1 (SOD1) G93A mice (model of familial amyotrophic lat-
eral sclerosis [ALS]) and that AR peptide(s) were localized
predominantly within affected MN and surrounding glial
cells. Moreover, neuromuscular junction (NMJ) loss and
MN degeneration were reduced in SOD1 mice when
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APP was genetically ablated, suggesting that endogenous
APP actively contributes to the pathophysiology of this
form of ALS (Bryson et al., 2012). Additionally, AB and
glutamate have been physiologically found in NMJs (Van
Den Bosch and Robberecht, 2000; Bryson et al., 2012).
This observation raises the question of the physiological
relationship between effects of AP and glutamate in the
regulation of motor functions. The current study investi-
gates the possible link between AR and glutamate in
motor neurodegenerative processes. This study seeks to
determine whether AP influences glutamate release and
interferes with Ap3-mediated toxicity at the NM]J. For this
purpose, we used a nerve—muscle coculture and a sys-
temic analysis. The black box is the coculture and the
input signals to the system are the different treatments
applied to it and to the output, the NMJ structure, and
the length of the neurite network. This study shows that
glutamate and A} act in an interlinked manner, mutually
influencing their release. We hypothesized that, when this
fragile equilibrium was broken (in favor of one or the
other protagonists), toxic damage would occur (to NM]J
and the neurite network). From these results, some motor
diseases (e.g., ALS) could be considered from a new point
of view related to these balance disturbances.

MATERIALS AND METHODS

All experiments were carried out in accordance with French
regulations (Ministere de I’Agriculture et de la Forét, Service
Vétérinaire de la Santé et de la Protection Animale, accredita-
tion No. A-13-013-10).

Primary Nerve—-Muscle Cocultures

Human muscle cells were purchased from Promocell
(Heidelberg, Germany). Twenty-one thousand cells were
plated onto 48-well plates (Greiner, Frickenhausen, Germany)
coated with 1% gelatin (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France) solution in water (Dutscher, Brumath, France) and
grown in a proliferation medium consisting of a mixture of
62% Minimum Essential Medium (MEM; Pan Biotech, Aiden-
bach, Germany) and 25% M199 medium (Pan Biotech) supple-
mented with 2 mmol/liter glutamine (Pan Biotech), 10 pg/ml
human insulin (Pan Biotech), 10 ng/ml human recombinant
epidermal growth factor (Life Technologies, Saint Aubin,
France), 2 ng/ml basic human recombinant fibroblast growth
factor (Pan Biotech), 10% fetal bovine serum (FBS; Life Tech-
nologies), and 2% penicillin (10,000 U/ml) and streptomycin
(10,000 pg/ml; PS; Pan Biotech) solutions. The medium was
changed every 2 days. Five days after the beginning of the cul-
ture and immediately after satellite cell fusion, whole transverse
slices of 13-day-old Wistar rat embryo (Janvier Labs, Saint Ber-
thevin, France) spinal cord with dorsal root ganglia (DRG)
attached were placed onto the muscle cell monolayer (one
explant per well in the central area; Braun et al., 1996). DRG
were required to achieve a good innervation (Askanas et al.,
1987). Innervated cultures were maintained in a medium
(referred to as innervation medium) consisting of 67% MEM and
25% M199 medium supplemented with 5% FBS, 5 pg/ml insu-
lin, 2 mmol/liter glutamine, and 2% PS. After 24 hr of cocul-

ture, neurites were observed growing out of spinal cord
explants. These neurites made contact with myotubes and
induced the first contractions after ~8 days. Quickly thereafter,
innervated muscle fibers located in proximity to the spinal cord
explants were continuously contracting. Innervated fibers were
morphologically and spatially distinct from the noninnervated
ones and could easily be distinguished from them (Fig. 1a).

Pharmacological Treatments

On day 33 following innervation, the cocultures were
treated with glutamate (Sigma-Aldrich) diluted in culture
medium to different concentrations (0.1, 0.5, 1, 10, and 30
pmol/liter) and/or with A solution (see below) at 0.6, 1.25,
2.5, 5, and 10 umol/liter, for 4, 8, 16, and 24 hr. Untreated
cultures served as controls. MK801 (Sigma-Aldrich), a non-
competitive N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) antag-
onist, was diluted in culture medium and used at 20 pmol/liter.
All compounds were prepared immediately before use.

Preparation of Ap Solution

AB solution was prepared as described by Callizot et al.
(2013). Briefly, AB;_42 (Abcam, Cambridge, United Kingdom)
was dissolved in the culture medium devoid of serum, agitated
for 3 days at 37°C in the dark, and used immediately after being
properly diluted in culture medium to the concentrations
required. The level of oligomeric fraction (ABO) was measured
by Western blotting (WB). A mother solution of 10 pmol/liter
contained approximately 3 pmol/liter of ABO (average molec-
ular weight [MW] ~90 kDa; see Fig. 2).

Quantification of AP in Coculture Supernatants

After 4, 8, 16, and 24 hr, AR was dosed in supernatant
with a sandwich ELISA kit (Biosensis, Thebarton, Australia)
that allows the preferential quantification of oligomeric AP
peptides without respect to their conformations, according to
the manufacturer’s specifications. Briefly, plates were precoated
with mouse monoclonal antiantibody (Ab) capture Ab
(MOAB-2), a biotinylated MAOB-2 detection Ab, and horse-
radish peroxidase (HRP)-conjugated streptavidin. The addition
of the HRP substrate (3,3',5,5 -tetramethylbenzidine) trans-
forms it into a colored reaction product, the optical density of
which is directly proportional to the concentration of A3 pres-
ent in samples and protein standards.

Quantification of Glutamate in Coculture Supernatants

After 4, 8, and 16 hr, glutamate was dosed in supernatant
with an Amplex red glutamic acid assay kit (Molecular Probes,
Eugene, OR) according to the manufacturer’s recommendations.
Briefly, this kit provides an ultrasensitive method for continuously
detecting glutamic acid in a fluorescence microplate reader. In the
assay, L-glutamic acid 1s oxidized by glutamate oxydase to produce
a-ketoglutarate, NH;, and H,O,. L-alanine and L-glutamate—
pyruvate transaminase are included in the reaction to regenerate
L-glutamic acid by transamination of a-ketoglutarate, resulting in
multiple cycles of the initial reaction and a significant amplification
of the H,O, produced. The hydrogen peroxide reacts with 10-
acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine (Amplex red reagent) in a 1:1
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Fig. 1. a: Representative picture of nerve—muscle coculture in phase con-
trast microscopy (X20) merged with the immunolabeled picture for NF
(red). In red, a neurite emerging from spinal explant, innervating myo-
tubes (arrows). b: Representative picture of control labeled for NMJs
(green). c: Merged picture of control NMJs (green) and neurite (red).
Cocultures were examined by double-immunofluorescence microscopy.
X20 and X40. Scale bars = 20 pm. [Color figure can be viewed in the
online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]
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Fig. 2. WB analysis of A preparation, 10 pmol/liter concentration (for
details see Callizot et al., 2013) showing the different forms of peptide in
the preparation probed with monoclonal mouse 6E10 antibody. Pres-
ence of oligomeric fractions (MW ~90 kDa) and of monomers, tet-
ramers, and pentamers (~MW 2-10 kDa). [Color figure can be viewed
in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.|

stoichiometry in the reaction catalyzed by HRP to generate the
highly fluorescent (530—560 nm) product resorufin.

Staining of NMJs and Immunostaining of Axons

After 4, 8, 12, or 24 hr, cocultures were incubated with
500 nmol/liter a-bungarotoxin (aBgt) coupled with Alexa 488
(Molecular Probes) for 15 min in innervation medium at 37°C
to detect NMJs. After having been washed twice in phosphate-
buffered saline (PBS; Pan Biotech), cells were fixed with a 4%
solution of paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) in PBS, pH 7.3,
for 20 min at room temperature.

Cultures were washed twice in PBS; they were then per-
meabilized, and nonspecific sites were blocked with a solution
of PBS containing 0.1% saponin (Sigma-Aldrich) and 1% FBS
for 15 min at room temperature, and cocultures were incubated
with a mouse monoclonal anti-200 kDa neurofilament (NF)
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Ab (Sigma-Aldrich) diluted to 1:400 in PBS containing 1% FBS
and 0.1% saponin for 2 hr at room temperature. Anti-NF Ab
stained the axons of motor neurons. These Abs were revealed
with Alexa Fluor 568 goat anti-mouse IgG (Life Technologies)
diluted to 1:400 in PBS containing 1% FBS and 0.1% saponin
for 1 hr at room temperature. Nuclei of neurons were labeled
with Hoechst (Sigma-Aldrich), a nuclear fluorescent marker,
diluted to 1 pg/ml in the same solution

The mean size of NMJs (evaluated as apparent area of
aBgt-labeled zones) was measured to assess the quality of inner-
vation; then, only clusters of acetylcholine receptors (AChRs)
were recorded. The mean size of NMJs was assessed under the
experimental conditions described above. Because there was a
good correlation between evolution of size and number of
NMJs, only mean size was evaluated as a significant parameter.
The total length of the neurite network was also measured to
verify the quality of muscle innervation.

The immunolabeled cultures were examined with
ImageXpress Micro (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)
equipped with an LED lamp (excitation 360/480/565 nm,
emission 460/535/620 nm) at X20. For each condition, 63
fields per well were observed (representing the total surface of
the well), and six wells per condition were analyzed.

Simon Automated WB Analysis

All reagents were prepared and used according to the
manufacturer’s recommendations for use with the Simon appa-
ratus (ProteinSimple, San Jose, CA; www.proteinsimple.com/
simon.html). Reagents included biotinylated MW ladder, strep-
tavidin—-HR P, fluorescent standards, luminol-S, hydrogen per-
oxide, sample buffer, dithiothreitol (DTT), stacking matrix,
separation matrix, running buffer, wash buffer, matrix removal
buffer, capillaries containing a proprietary UV-activated chemi-
cal linked reagent, Ab diluents, and secondary Abs (goat anti-
rabbit secondary antibody or goat anti-mouse secondary anti-
body). Six microliters of sample was diluted 3:1 by adding 2 pl
of the twofold (2X) concentrated master mix (containing 80
mmol/liter DTT, 2X sample buffer, and 2X fluorescent stand-
ards). The final samples were boiled for 5 min at 95°C, and 5 pl
of these preparations was applied to proper wells.

The Simon apparatus was prepared by adding 2 ml matrix
removal buffer to trough one, 2 ml wash buffer to trough two,
and 0.8 ml running buffer to trough three. Capillaries and the
384-well plate containing samples, Abs, and matrices were then
placed inside the instrument. The simple Western was run with
capillaries filled with separation matrix for 150 sec, with stack-

TABLE I. Antibodies Used in This Study

ing matrix for 12 sec, and with protein extracts for 8 sec. The
samples were then separated (current, 250 V) for 40 min,
immobilized to the capillary wall by using default immobiliza-
tion conditions, and washed with matrix removal buffer for 140
sec to remove the separation matrix. Capillaries were then
washed with wash bufter for 150 sec and blocked with Ab dilu-
ent for 15 min. Capillaries were nexxt incubated with primary
Ab (2 hr), washed, and incubated with HRP-conjugated sec-
ondary Abs for 1 hr. After removal of unbound secondary Abs,
the capillaries were incubated with the luminol-S/peroxide
substrate, and chemiluminescent signal was collected by using
the charge-coupled device camera of the Simon apparatus for
six different exposure times (30, 60, 120, 240, 480, and 960
sec). Data analysis was performed in the Simon Compass soft-
ware (ProteinSimple).

Abs

All details concerning Abs used in this study are given in
Table 1.

Statistical Analysis

All data are expressed as a percentage of control condi-
tions (no glutamate or no A set at 100%) to express the gluta-
mate- or AP-induced damages. All values are expressed as
mean £ SEM (n = 6 per condition for all measures). Statistical
analyses were by one-way ANOVA, followed by Dunnett’s test
when allowed, or by two-way ANOVA. P <0.05 was consid-
ered statistically significant.

RESULTS

Ap- and Glutamate-Induced Alterations of NM]J
Structure and the Neurite Network

Effect of glutamate on NM]J mean size and the neu-
rite network of nerve—muscle cocultures. Glutamate,
applied for 4, 8, 16, or 24 hr, induced a decrease in the
NM] mean size; this effect was dependent on the concen-
tration of glutamate and the duration of application. At
the lowest concentration (0.1 pmol/liter), no decrease
was observed even for the longest time of incubation (24
hr). By contrast, the highest concentration (30 pmol/liter)
induced progressiv damages all along the time of applica-
tion; after 24 hr, a reduction of 30% of the NMJ mean
size was observed (Fig. 3a). The length of the neurite net-
work implied in innervation of muscle cells was signifi-
cantly reduced, depending on the duration of application
(Fig. 3b). This effect was dependent on the dose, except

Antibody Clone Antibody isotypes Dilution (use) Provider Catalog reference
AB 6E10 Mouse IgG1 isotype 1:500 (WB*) Covance SIG-39320-0500
Caspase-3 Polyclonal rabbit IgG 1:25 (WB) Cell Signaling 9662
fraction antiserum Technologies
NF- 200 N52 Mouse IgG1 isotype 1:400 (immunoT) Sigma-Aldrich NO142
aBgt conjugated to 500 nmol/liter Molecular Probes B13422
Alexa Fluor 488 (immuno)

*WB, use for Western blot analysis.
TImmuno, use for immunostaining analysis.
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Fig. 3. Effect of different concentrations of glutamate (Glut; a,b) and AR (c,d) applied for different
times on the NM]J mean size (a,c) and the neurite network (b,d) of nerve—muscle cocultures. [Color
figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

for the lowest dose, which did not modity this parameter;
all the other concentrations quickly induced a significant
decrease.

Eftect of AB on NM]J mean size and the neurite net-
work of nerve—muscle cocultures. Only a minor effect
was observed on the NMJ mean size when Af was
applied at 0.6 and 1.25 pmol/liter. At the highest concen-
trations, the toxic eftect was significant (Fig. 3c). This
effect was dependent on the time of exposure to, and the
concentrations of, AB. AR exerted its toxic effect on the
neurite network at all concentrations tested (except for
the lowest one; Fig. 3d).

Protective Effects of Glutamate and A on NM]
Mean Size and the Neurite Network of Nerve—
Muscle Cocultures

Protective effect of glutamate on NMJ mean size
and the neurite network of nerve—muscle cocultures
injured by AP. Glutamate (0.1 and 0.5 pmol/liter)
exerted a protective effect against the deleterious effects of
AP (2.5, 5, and 10 pmol/liter), as seen from measurement
of NMJ mean size (Fig. 4a,c,e). This protective eftect
reached significance after 4 hr of exposure to AR (5 and
10 pwmol/liter) for the highest concentration of glutamate
(0.5 pmol/liter). Treatment with glutamate at 0.1 pmol/
liter resulted in significant protection against deleterious
effects of APB. This effect was observed after 16 hr (5
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pmol/liter AP concentration) and after 8 hr on damage
induced by the highest dose of peptide (10 pmol/liter). It
should be emphasized that, in the current study, gluta-
mate was used at nontoxic concentrations. Cotreatment
of cocultures with glutamate and AB (all concentrations)
never induced any increase in injury. Similar effects were
observed on the length of the neurite network innervat-
ing the muscle cells (Fig. 4b,d,f).

Protective eftfect of AB on NMJ mean size and the
neurite network of nerve—muscle cocultures injured by
glutamate. AR (0.6 and 1.25 pmol/liter) protected the
coculture against the deleterious effects of glutamate as
assessed by measurement of NMJ mean size when
exposed to 10 and 30 pmol/liter glutamate (Fig. 5a,c);
this effect reached significance at 30 pmol/liter gluta-
mate. AP concentrations used to protect NMJs from
glutamate did not modity NMJ mean size (0.6 and 1.25
pmol/liter) when used alone, whereas 1.25 pmol/liter
of AP induced a significant decrease of the neurite net—
work (between 8 and 24 hr of peptide; Fig. 3c¢,d). A
protective effect on the neurite network against gluta-
mate toxicity was observed after treatment with AP.
This effect became significant after 16 and 24 hr expo-
sure at the lowest dose of peptide tested (0.6 pmol/liter)
in the presence of 10 pmol/liter glutamate. After the
strong injury induced by 30 pmol/liter glutamate, 1.25
pmol/liter AP induced a significant protective effect
(Fig. 5¢.d).
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Fig. 4. Protective effect of glutamate (Glut; 0.1 and 0.5 pmol/liter) against AB-induced injury at the
concentration of 2.5 pmol/liter on NMJ mean size (a) and the neurite network (b), of 5 pmol/liter
on NM]J mean size (c) and the neurite network (d), and of 10 pmol/liter on NMJ mean size (e)
and the neurite network (f). *P < 0.05. [Color figure can be viewed in the online issue, which is
available at wileyonlinelibrary.com.]
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Fig. 6. Protective effect of MK801 (20 pumol/liter) against glutamate (Glut)-induced injuries (0.5
and 30 pmol/liter; a,b) and AB-induced injuries (1.25, 2.5, 5, and 10 pumol/liter; ¢,d) on NM]J
mean size (a,c) and the neurite network (b,d) after a 24 hr application. *P < 0.05 vs. glutamate or
AB condition; #p<0.05 control vs. glutamate or AP conditions. [Color figure can be viewed in
the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

Protective effect of MK801 (NMDAR antagonist)
on NM] mean size and the neurite network of nerve—
muscle cocultures injured by glutamate or AB. MK801, a
noncompetitive antagonist of NMDAR (used at 20
pmol/liter), fully protected NMJs from glutamate (0.5
and 30 pmol/liter) in agreement with Gerardo-Nava
et al. (2013; Fig. 6a). The same results were observed for
the neurite network (Fig. 6b). The integrity of the cocul-
tures exposed to glutamate was preserved in the presence
of MK801. The same observation concerning the protec-
tive effect of this drug was made after AP treatment (all
concentrations tested; Fig. 6¢,d).

Diffusible glutamate production after AP application
and A production after glutamate application to nerve—
muscle cocultures. After 16 hr of AR treatment, a large
glutamate concentration was detected in the supernatant
of the nerve—muscle cocultures (Fig. 7a). This production
was significant for all concentrations of peptide tested
except for the lowest one (1.25 pumol/liter). The gluta-
mate production was observed after a 16 hr exposure to
AB. AP was detected in significant amounts in the super-
natant of nerve—muscle cocultures treated with glutamate
at 30 umol/liter (Fig. 7b,c). This effect was observed soon
after glutamate application and was present up to 16 hr.

Caspase-3 evaluation. An increase in caspase-3 level
was observed after an 8-hr glutamate (30 pmol/liter)
treatment and corresponded to apoptotic cellular death. A
slight increase of caspase-3 was observed after application
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of 1.25 pumol/liter A3; this observation is in line with
data on the AP-induced apoptotic pathway (Kawahara,
2010). Cotreatment with glutamate and AB (1.25 pmol/
liter) dramatically decreased the caspase-3 level in the
coculture, which indicated apoptosis abolition (Fig. 8).

DISCUSSION

This study shows that AP was able to injure the NMJs in
a model of rat nerve-human muscle coculture. The toxic
role of the peptide (through its oligomeric fraction) on
cortical and hippocampal neurons (involved in AD) is
well known (Callizot et al., 2013); its role on motor neu-
rons is less well described. Some neuromuscular dysfunc-
tions triggered by A oligomers have been shown in a C.
elegans model of inclusion of body myositis (Rebolledo
et al., 2001). In mammalians only, motor neuron axon
defects (Wirths et al., 2007) and death in the spinal cord
(Seo et al., 2010) have recently been observed in murine
models of AD that produce elevated levels of AB. In con-
trast, it has been known for years that APP is required for
differentiation of skeletal muscle and formation and matu-
ration of NM]Js (Akaaboune et al., 2000; Caldwell et al.,
2013). Additionally, mice deficient in APP and APP-like
protein 2 exhibit aberrant apposition of presynaptic
marker proteins with postsynaptic AChRs and excessive
nerve terminal sprouting (Wang et al., 2005); the double
KO mice die soon after birth (Von Koch et al., 1997).
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Fig. 7. Glutamate (Glut) production after AP application (different concentrations) in coculture
supernatant (a), AP production after glutamate application (different concentrations) with ELISA kit
(after 4, 8, 16, and 24 hr; b), and WB analysis (after 4 hr) coculture supernatant (c). *P < 0.05.
[Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlinelibrary.com.]

Bryson et al. (2012) demonstrated that APP plays a detri-
mental role in disease progression in the SOD1 G93A
mouse model of ALS. Previous studies showed some
intracellular ABq_4» accumulation in motor neurons and
spinal cord of both sporadic and familial ALS cases (Calin-
gasan et al., 2005). Additionally Koistinen et al. (2006)
detected elevated levels of APP in muscle of ALS patients
as well as in a2 mouse model of the disease. These findings
strongly suggest that APP and AP might contribute to
pathology in humans, irrespective of the initial trigger.
The current study shows a direct toxic effect of
ABi_4 on NMJs and on the neurite network, sprouting
from spinal cord explant and innervating the muscle cells.
This effect 1s dependent on the dose and the exposure
time and seems to involve glutamate. Indeed, in this
study, glutamate was detected in the coculture superna-
tant (16 hr after application), and cotreatment with
MKS801 fully abolished the toxic effect of AR. In agree-
ment with these results, it has been shown that, on corti-
cal neurons, AP toxic events could be mediated, at least
in part, by excessive activation of extrasynaptic or perisy-
naptic NMDARs (eNMDARS) containing predominantly
NR2B subunits (Palop and Mucke, 2010; Li et al., 2011).
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Fig. 8. Quantification of caspase-3 in total cell lysate after 8 hr of glu-
tamate (Glut; 30 pmol/liter), AR (1.25 pmol/liter), and glutamate
(Glut; 30 pmol/liter) + AR (1.25 pmol/liter) incubation. *P < 0.05.
[Color figure can be viewed in the online issue, which is available at
wileyonlinelibrary.com.]
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Recently, Talantova et al. (2013) showed that eNMDAR
activation is triggered by extrasynaptic glutamate released
from astrocytes in response to AB. eNMDAR stimulation
is rapidly followed by a decrease in excitatory postsynaptic
current frequency with accompanying generation of nitric
oxide, hyperphosphorylation of tau protein, and activa-
tion of caspase-3. They found that pharmacological
blockade of NMDAR abrogated the injuries. The current
study proves the involvement of NMDAR and glutamate
in the toxic role of AP, suggesting that a similar pathway
of toxicity exists in the brain and in the NM]J. In agree-
ment with previous studies (Callizot et al., 2013; Talan-
tova et al., 2013), the current study shows an increase in
caspase-3 levels in cocultures treated with AP, illustrating
intervention of the apoptotic pathway in cell death. In
parallel to AP injuries, the eftect of MK801lon glutamate
injuries on the NMJ structure was assessed. The massive
toxic effect of glutamate on NMJs and the neuritic net-
work was fully abolished by MKS801 application, as
described by Gerardo-Nava et al. (2013). A release of A3
was observed in the coculture supernatant after glutamate
application. This effect was dose and time dependent. In
parallel to the ELISA dosage, we performed WDB on the
supernatant to confirm the presence of APB. The WB
analysis showed the presence of oligomeric forms of the
peptide (mean MW ~90 kDa). Larger forms were present
as well, but no monomers were detected, possibly because
of the lack of sensitivity of the method. It has been
proved that subtoxic activation of cerebral NMDAR
enhances neuronal AR production and induces a pro-
longed activation of eNMDAR (Bordji et al., 2010).
Additionally, recent studies have shown that Ca®" stimu-
lates the formation of ABO (Itkin et al., 2011). Lundgren
et al. (2014) proved that AP can be produced in synaptic
vesicles and could be rapidly released. Danysz and Parsons
(2012) hypothesized that prolonged Ca > influx via path-
ological activation of NMDAR could promote intracellu-
lar generation of toxic APO. In the current study,
production of AP was observed at a toxic concentration
of glutamate (30 pmol/liter) soon after application (4 hr);
at this time, glutamate did not show any toxicity or
induced visible neuronal damage (on the neurite network
or NMJs). These data suggest that AP plays an important
role in the neurotoxic action of glutamate in the
cocultures.

Glutamate has also been shown to induce produc-
tion of AB, which in turn is able to induce production of
glutamate. The current study shows that the toxic effects
of each of these two molecules involved the other. An
interconnection between the two molecules is probable
in nerve—muscle cocultures, as has been described for the
brain (Danysz and Parsons, 2012).

Given these observations, we decided to study the
role of each protagonist for its individual effects. In a
result that was quite unexpected, AR solution (containing
some oligomeric and monomeric entities) was able to
protect NMJs and the neurite network from glutamate
damage. The more severe the glutamate injury, the more
significant was the protective effect of AB. A was more

Journal of Neuroscience Research

efficient at a low concentration (0.6 mol/liter). This pro-
tective action of AB has been mentioned in the literature.
Some authors have shown that AR monomers protect
cortical neurons against excitotoxic death by activating
phosphoinositide 3-kinase, one of the major neuronal sur-
vival pathways (Giuffrida et al., 2009, 2010). The fact
cannot be excluded that only monomers, present in our
preparation, are responsible for this protective effect that
involves a lesser activation of the apoptosis cascade in the
coculture (as shown by the abolition of caspase-3 increase
observed after glutamate application). AB is known to
induce caspase-3 activation in neurons (Koistinen et al.,

2006; Callizot et al., 2013). When applied to coculture
AR (1.25 l,lmol/liter) induced a small increase of caspase-3
(in line with what is already known); by contrast, when
applied with glutamate, no caspase-3 production was
detected. The protective pathway could involve the acti-
vation of insulin growth factor (IGF)—1/insulin receptors
either by local production of IGF-1 or by direct activa-
tion of IGF-1/insulin receptor (Giuftrida et al., 2009).
Soluble AP binds to insulin receptor, altering its auto-
phosphorylation; then, it interferes with receptor func-
tions in hippocampal neurons, preventing rapid activation
of specific kinases involved in the long-term potentiation
(Townsend et al., 2007). Additionally, IGF-1 activation
induces a decrease of apoptosis and caspase-3 activation
(Park et al., 2014). This could explain our results.

When glutamate was applied with AB (5 or 10
pmol/liter), a decrease or even abolition of damages was
observed. This effect was seen early (4 hr) and was
dependent on the dose of glutamate used. The protective
effect of glutamate (0.1 and 0.5 pmol/liter) did appear
when concentrations of AP were equal to or greater than
5 pmol/liter. The more severe the peptide injury, the
more significant was the protective eftect of glutamate.
However, with higher concentrations of glutamate (1,
10, and 30 pmol/liter), this protective effect disappeared,
and an even greater toxicity of A3 was observed (data
not shown). This confirms the delicate balance between
interlinked AP and glutamate effects. At low concentra-
tions of AP (less than or equal to 2.5 pmol/liter), gluta-
mate (0.1 and 0.5 pmol/liter) did not protect NM]Js
against AP-induced lesions. The protective eftect of glu-
tamate (or NMDA) has already been demonstrated
(Zhou and Sheng, 2013). There arg many different ways
in which NMDAR-dependent Ca>* influx can convey
the signal downstream, either to confer neuroprotection
or to trigger programs of cell death. The magnitude of
NMDAR activation (intensity and/or duration) seems to
be important in determining the nature of the response.
The classic bell-shaped-curve model of neuronal response
to NMDA or glutamate indicates that intermediate mod-
est/physiological NMDAR  activity levels can promote
neuroprotection, whereas too little or too much
NMDAR  activity promotes cell death (for review see
Hardingham and Bading, 2010). Location of the
NMDAR (extrasynaptic or synaptic) may also profoundly
aftect the neuronal response (Hardingham, 2009). Finally,
the subunit composition of NMDAR could explain the
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different effect of glutamate; receptors containing NR2B
subunits would be involved in excitotoxicity and cell
death, whereas receptors containing NR2A subunits
would promote survival (Zhou and Sheng, 2013). In
light of this information, one might suppose that Ap acts
through the toxic NMDA pathway and glutamate (at a
suitable concentration) acts through the survival pathway,
resulting in the absence of NM]J or network defects. Fur-
ther investigations are ongoing in our laboratory to
understand this protective effect better, especially to
identify the target cells because NMDARs are localized
on neurons and on postsynaptic parts of NM]Js (Mays
et al., 2009; Malomouzh et al., 2011).

In conclusion, the current study shows 1) that NM]Js
are highly sensitive to AR peptide and that the toxic path-
way involves glutamate and NMDAR and 2) that gluta-
mate induces AP production, possibly involved in
glutamate toxicity. Moreover, the interconnection
between glutamate and AP peptide, as already demon-
strated with cortical and hippocampal neurons, is also
operating in nerve—muscle cocultures. These results sug-
gest that targeting AR may be helpful in the design of
new treatments of ALS.
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a)

4.2.2. Résultats complémentaires

Ces résultats complémentaires portent sur les effets de I’AB et du glutamate sur les

deux principaux compartiments (motoneurones, cellules musculaires humaines), de la

coculture nerf muscle.

4.2.2.1.  Effet d’ABO sur une culture primaire de motoneurones

Effet d’ABO appliqué a diffentes concentrations et différents temps
sur la survie d'une culture primaire de motoneurones

Effet d’ABO appliqué a diffentes concentrations et différents temps
sur le réseau neuritique d'une culture primaire de motoneurones
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Figure 22: Effet d’ABO sur a) la survie b) le réseau neuritique sur des cultures de motoneurones.

Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contrdle +/- SEM (100 % = pas de traitement). * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 vs groupe contrdle One way ANOVA suivi d’un test Dunnett.

141



Les ABO induisent une mort neuronale dépendante de la dose et du temps. Les ABO
(jusqu’a 2 umol/L) incubés pendant 8 h n’induisent aucun effet létal significatif mais
provoquent une légére diminution de la longueur du réseau neuritique. A partir de 16 h
d’application on observe une importante toxicité qui se manifeste par une désorganisation

du réseau neuritique, une diminution de sa longueur et une mort neuronale importante.

4.2.2.2.  Effet du glutamate sur une culture primaire de motoneurones

Effet du glutamate appliqué a diffentes concentrations et différents temps Effet du glutamate appliqué a diffentes concentrations et différents temps sur
sur la survie d'une culture primaire de motoneurones le réseau neuritique d'une culture primaire de motoneurones
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Figure 23: Effet du glutamate sur a) la survie b) le réseau neuritique sur des cultures de motoneurones.
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contrdle +/- SEM (100 % = pas de traitement). * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 vs groupe contrdle One way ANOVA suivi d’un test Dunnett.

L'application du glutamate provoque une mort neuronale importante qui dépend du
temps et de la dose. Les effets toxiques du glutamate sont observés apres des temps

d’incubation courts (4 h).
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4.2.2.3. Effet des ABO sur la concentration de glutamate extracellulaire en

culture primaire de motoneurones.

Effet d'ABO surle concentration de glutamate extracellulaire d'une culture
primaire de motoneurones aprés différents temps d'application.
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Figure 24: Effet d’ABO sur la concentration de glutamate extracellulaire d’une culture primaire de motoneurones.
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contrdle +/- SEM (100 % = pas de traitement). * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 vs groupe contrdle One way ANOVA suivi d’un test Dunnett.

Apres 8 h d’application d’ABO a 2 umol/L une augmentation massive de la concentration de
glutamate extracellulaire est observée dans le surnageant de culture des motoneurones.

Cette augmentation intervient donc relativement rapidement apres I'application du peptide.
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4.2.2.4. Effet de différents antagonistes sur une intoxication par les ABO d’une

culture primaire de motoneurones.

Effet de différents antagonistes sur la survie de Effet de différents antagonistes sur le réseau neuritique de
motoneurones aprés une intoxication ABO (2 umol/L, 24 h) motoneurones aprés une intoxication ABO (2 pumol/L, 24 h)
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Figure 25 : Effet de différents antagonistes sur a) la survie, b) le réseau neuritique des motoneurones aprés une intoxication a I’AB0 (2
umol/L, 24 h).
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contrdle +/- SEM (100 % = pas de traitement) * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 vs groupe ABO (one-way ANOVA suivi d’un test Dunnett).

Le MK801 (a 20 umol/L, antagoniste total des récepteurs du NMDA), I'ifenprodil (a 1 umol/L,
antagoniste sélectif des sous unités 2b des récepteurs du NMDA) et la mémantine (a

5 umol/L, antagoniste sélectif des récepteurs extra synaptiques du NMDAR) protégent
partiellement les motoneurones d’une intoxication par les ABO. Ces résultats vont dans le

sens d’une implication du glutamate dans la toxicité induite par les ABO.
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4.2.2.5. Effet des ABO sur I'accumulation de la protéine TDP-43 dans le

cytoplasme de motoneurones de rat en culture primaire.

Effetd'ABO sur l'accumulation extranucléaire
de la protéine TDP-43 dans les motoneurones
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Figure 26: Effet d’ABO sur I'accumulation de la protéine TDP-43 dans le cytoplasme de de motoneurones de rat en culture primaire.
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contrdle +/- SEM (100 % = pas de traitement). * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 vs groupe contrdle One way ANOVA suivi d’un test Dunnett.

Des cas de SLA ont été associés a des mutations présentes sur des génes codant pour des
protéines impliquées dans le métabolisme de I’ARN (e.g. tarbp/TDP-43). Des agrégats
protéiques, composés de la protéine TDP-43, sont présents dans les neurones de patients

SLA d’origine génétique mais également d’origine sporadique et non-génétique.
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Les ABO induisent une forte accumulation de la protéine TDP-43 dans le cytoplasme des

motoneurones a partir de 8 h de traitement et aux concentrations d’1 umol/L et plus.

4.2.2.6.  Effet du glutamate sur I'accumulation de la protéine TDP-43 dans le

cytoplasme de motoneurones de rat en culture primaire.

Effet du glutamate sur l'accumulation extranucléaire
de la protéine TDP-43 dans les motoneurones.
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Figure 27: Effet du glutamate sur I'accumulation de la protéine TDP-43 dans le cytoplasme de motoneurones de rat en culture primaire.
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au controle +/- SEM (100 % = pas de traitement). * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 vs groupe contréle One way ANOVA suivi d’un test Dunnett.

Le glutamate, comme les ABO, induit une importante accumulation de la protéine TDP-43

dans le cytoplasme a partir de 8 h de traitement et aux concentrations de 5 umol/L et plus.
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4.2.2.7. Effet des ABO sur la survie des cellules musculaires humaines.

Effet d'ABO appliqué a diffentes concentrations et différents temps
sur la survie de cellules musculaires humaines.
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Figure 28: Effet d’ABO sur la survie de cellules musculaires humaines.
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contrdle +/- SEM (100 % = pas de traitement). * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 vs groupe contréle One way ANOVA suivi d’un test de Dunnett.

Les ABO présentent une importante toxicité pour les cellules musculaires humaines des 8 h
d’application et a la concentration de 2 umol/L. L'effet est dépendant de la dose et du temps
d’application des ABO. Aux faibles concentrations (jusqu’a 0.5 pumol/L) les ABO n’induisent pas

de mort cellulaire.
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4.2.2.8. Effet du glutamate sur la survie des cellules musculaires humaines.

Effet du glutamate appligué a diffentes concentrations et différents temps
sur la survie de cellules musculaires humaines.
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Figure 29: Effet du glutamate sur la survie de cellules musculaires humaines.
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contrdle +/- SEM (100 % = pas de traitement). * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 vs groupe contréle One way ANOVA suivi d’un test Dunnett.

Le glutamate n’a aucun effet sur la survie des cellules musculaires. Rappelons que, par
contraste, dans les méme conditions (temps et concentration) nous avions observé une

toxicité sur les motoneurones (Fig. 11).
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4.2.29. Effet des ABO sur I'expression du transporteur du glucose 1 des cellules

musculaires humaines.
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Figure 30: Effet des ABO sur I’expression de la GIuT-1 aprés une intoxication de 24 h sur des cellules musculaires humaines.

Une importante augmentation ( environ 4 fois plus) du niveau d’expression du transporteur
du glucose 1 des cellules musculaires humaines est observée aprés 24 h d’intoxication a

I’ABO (a 2 umol/L).

149



4.2.2.10. Effet des ABO sur I'absorption du glucose par les cellules musculaires

humaines.

Effet d'ABO (24 h) sur I'absorption du glucose
des cellules musculaires humaines.

120

1104

100 A

90 1

80 1

(% de contrdle)

70

60

501

Absorption du glucose / cellule musculaire

40 T T T T T

Figure 31: Effet des ABO (appliqués pendant 24 h) sur I'absorption du glucose rapporté au nombre de cellules musculaires humaines.
Les données sont exprimées en pourcentage par rapport au contrdle +/- SEM (100 % = pas de traitement). * p< 0.05 est considéré comme

significatif * p < 0.05 vs groupe contrdle One way ANOVA suivi d’un test Dunnett.

Une diminution de I'absorption du glucose est observée apres 24 h d’application des ABO.
De maniére intéressante cette diminution est observée a partir de 0.25 umol/L d’ABO avant

que n’apparaisse la mort cellulaire (visible a partir de 1 umol/L d’ABO).

4.2.3. Discussion

Nous avons pu analyser I'effet toxique du glutamate ainsi que celui de I’ABO sur les JNM des
cocultures nerf muscle. L'effet toxique est amoindri en présence des deux molécules (ABO +
glutamate). En effet I'application de 0.5 et 1 umol/L d’ABO (soit 5 et 10 umol/L d’AB)
pendant 24 h induit une toxicité de 40 et 50 %. L’adjonction de glutamate a faible
concentration (0,1 et 0,5 umol/L) réduit significativement cette toxicité. L'inverse est
également valable : I'adjonction de faibles concentrations d’ABO, 60 et 125 nmol/L (soit 0,6
et 1,25 umol/L d’AB), a des neurones intoxiqués par du glutamate en diminue I'effet toxique.
Nous montrons que cette diminution de toxicité est liée a un effet sur la caspase 3. De plus,

une intoxication au glutamate a forte dose (30 umol/L) provoque une libération de ’ABO
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dans le milieu extracellulaire et inversement une intoxication a I’ABO (a partir de 0.25
umol/L, soit 2.5 umol/L d’AB) provoque une libération de glutamate dans ce milieu. Les
résultats obtenus en présence de I'antagoniste MK801 montrent que la toxicité de I’AB passe
par les voies des NMDAR. Il semble donc qu’il existe un lien étroit entre le glutamate et I’AB.
Le modele de coculture nerf muscle est extrémement complexe et fait intervenir un grand
nombre de types cellulaires différents. Afin de mieux comprendre le réle de chacun d’entre
eux, nous avons conduit des expériences sur des cellules musculaires humaines isolées et sur
des cultures primaires de motoneurones. Leurs résultats nous ont permis de mettre en
évidence la sensibilité des cellules musculaires aux ABO. Ces derniers induisent une mort des
cellules musculaires dés une concentration de 1 umol/L (aprées 16 h). Les cellules musculaires
ne sont pas sensibles au glutamate, les ABO agissent donc sur les cellules musculaires par
une autre voie. Nous avons pu mettre en évidence une importante augmentation du
transporteur Glut-1 ainsi qu’une diminution de I'absorption du glucose apreés intoxication a
I’ABO. Cette diminution d’absorption du glucose met la cellule dans un état de stress et il est

probable que I'augmentation des transporteurs GluT-1 soit une réponse a ce stress.

Le métabolisme énergétique est critique pour le maintien de I’'homéostasie cellulaire et leur
dysrégulation pourrait se trouver a l'origine de beaucoup de maladies humaines. Le glucose
et les lipides sont les deux principales sources d'énergie. Lors du manque de glucose, les
lipides servent de source d'approvisionnement en énergie, fournissant les acides gras (FAs)
dont le métabolisme est crucial pour la survie de cellules, y compris des neurones
(Cabodevilla et al., 2013; Liu et al., 2018). Le glucose est stocké sous forme de glycogene
dans les cellules musculaires. Lors d’effort musculaire le glycogéne est dégradé en glucose.
Ce glucose ainsi produit par la cellule musculaire ne peut étre utilisé que par cette méme
cellule. Une fois le stock de glucose diminué la cellule musculaire métabolise les lipides
(Cabodevilla et al., 2013; Palamiuc et al., 2015). Il a été montré chez les souris SOD1G93A

une altération du métabolisme du glucose (Dobrowolny et al., 2018).

De plus, le bilan énergétique est séverement compromis chez les patients SLA. On retrouve
aussi bien chez les patients SLA que chez les souris SLA (Schmitt et al., 2014) une perte
massive de poids et de quantité de glucose disponible, le métabolisme lipidique est réduit et
les dépenses énergétiques au repos sont accrues (Bouteloup et al., 2009; Desport et al.,

2005; Dupuis et al., 2008; Ferri and Coccurello, 2017; Funalot et al., 2009; Kasarskis et al.,
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1996). De facon intéressante, tandis que les patients ayant une faible masse graisseuse ont
un facteur de prémorbidité a développer une SLA plus important (Gallo et al., 2013), les
patients en surpoids ou obéses ont un risque inférieur de développer une SLA (O’Reilly et al.,
2013). Une étude récente a indiqué que des patients SLA perdent du poids environ 10 ans
avant I'apparition des symptémes moteurs (Peter et al., 2017) et ont une consommation
d'énergie quotidienne plus haute pour compenser la consommation d'énergie plus haute
présente avant le début clinique de la maladie qui a été documentée (Huisman et al., 2015).
Le stress oxydatif change la transcription des transporteurs de glucose responsables de
I'assimilation basale du glucose et de I'absorption stimulée par l'insuline (GLUT1 et GLUT4,
respectivement) ; il en résulte une assimilation basale accrue, une diminution de
I'assimilation de glucose stimulée par l'insuline et I'exacerbation de stress oxydatif dans la

cellule (Bloch-Damti and Bashan, 2005).

Nous avons observé, ce qui était attendu, que les motoneurones sont sensibles a la fois au
glutamate et a ’'ABO. Les motoneurones sont capables de libérer de I’ABO aprés une
intoxication au glutamate et de libérer du glutamate aprés une intoxication a ’'ABO. Lors de
I'intoxication a I’ABO et au glutamate une augmentation de la TDP-43 extranucléaire est
observée dans les motoneurones. La TDP-43 est normalement exprimée dans le noyau de
neurones ou sa fonction la plus importante est de réguler le traitement des ARN, y compris
I'épissage des ARNm (Polymenidou et al., 2011). Or, chez les patients atteints de SLA, les
inclusions de la TDP-43 sont typiquement trouvées dans le cytoplasme neuronal et on
observe une disparition de la localisation nucléaire de la protéine (Vanden Broeck et al.,
2014). En conséquence, plusieurs mécanismes de gain-de-fonction et de perte-de-fonction
ont été proposés (Lee et al., 2012). Il est donc possible que les inclusions cytoplasmiques de
TDP-43 aient des propriétés toxiques indépendantes de la fonction normale de la TDP-43. La
toxicité pourrait également résulter d'une activité normale accrue de la TDP-43. Finalement,
la TDP-43 cytoplasmique pourrait n’avoir aucune propriété toxique intrinséque mais la
diminution de la TDP-43 nucléaire serait responsable de la toxicité. Il se peut enfin qu’une

combinaison des trois effets hypothétiques agissent de conserve.

Le modeéle de coculture nerf muscle mime assez fideélement, semble-t-il, la physiopathologie
de la SLA. L'AB semble bien avoir un réle dans la SLA. Les deux intoxications a savoir

glutamate et AB sont complémentaires. Les différents paramétres que I'on peut mesurer
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(Survie, Stress oxydatif, métabolisme du glucose, TDP-43...) sont tres importants dans
I’analyse et I’évaluation de la maladie et ils peuvent constituer de nouvelles pistes

thérapeutiques.
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5. DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

Au cours de notre thése nous avons utilisé des modeles de cultures de cellules nerveuses
soumises a des traitements mimant certaines maladies neurodégénératives. Il nous semble

important de justifier ici le choix et la pertinence de ces modeles.

Le cerveau est un tissu d’une trés grande complexité. Tout en se gardant de rentrer dans
une approche réductionniste de la physiopathologie des maladies neurodégénératives, il est
souvent nécessaire d’utiliser des systemes d’étude simplifiés pour répondre a de questions
gui ne peuvent trouver de réponse que par des manipulations et des observations sélectives
portant sur des cellules déterminées. Certes, la chose est possible sur I'animal entier, mais
les techniques de quantification sont trés lourdes a mettre en ceuvre, et frappées d’une
relative imprécision. L'une des principales techniques simplificatrices consiste a utiliser des
cultures primaires de tissus nerveux qu’il est possible de dissocier et de mettre en culture
relativement aisément, composées de divers types cellulaires facilement identifiables par

immunomarquage.

Les neurones prélevés pour les cultures primaires sont des cellules déja différenciées,
provenant d'un tissu que I'on a dissocié chimiquement et mécaniquement. Le processus de
dissociation entraine une disparition des prolongements que les neurones avaient
éventuellement commencé a émettre. Apres dissociation, les cellules se présentent donc
sous la forme de sphéres d'un diamétre moyen de 6 um. L'étape initiale de
I'ensemencement consiste a laisser ces cellules sédimenter sur un substrat traité de facon
telle gqu’il permet aux cellules d’adhérer. Quelques minutes aprés I'ensemencement, on
observe le développement spontané de structures d'exploration qui ressemblent a des
filopodia, (voir ci-aprés) puis a celui de nouveaux prolongements, et la formation de
connexions entrainant la formation d'un réseau. L'établissement de ces connexions dans les
premiers jours ou semaines de la culture est nécessaire a la survie des cellules ensemencées

(Ikegaya et al., 2000).

Les différentes étapes du développement d'un neurone en culture ont été bien
caractérisées, notamment en cultures de neurones d'hippocampe de rat (Fig. 32) (Arimura

and Kaibuchi, 2007). Peu de temps apres |I'ensemencement, il se développe des lamellipodia

154



(antérieurement aux filopodia) autour du corps cellulaire (stade 1). Quelques heures plus
tard, il apparait des prolongements appelés neurites (stade 2) ; ils ont une activité de
croissance dissymétrique marquée par I'élongation plus rapide de I'un des neurites. La
cellule apparait alors nettement polarisée : on donne le nom de polarisation axonale a ce
phénoméne. En effet, ce plus long prolongement deviendra I'axone (stade 3 de
développement). Cette dénomination est justifiée car la cellule acquiert une polarité
morphologique. Si I’on considere I’ensemble des prolongements ou neurites, on parle de
différenciation ou spécialisation axonale ou dendritique. Quelques jours plus tard, les autres
neurites se différencient en dendrites. Le réseau de neurones n’est mature, c’est-a-dire

pourvu de connexions fonctionnelles qu’apres 10 a 12 jours (stade 5).

Stade 1 Stade 2 Stade 3 Stade 4 Stade 5
Dendrites ), _ Epines
\ L  dendritiques
\Y/ L' ]
! W
sk ‘ ’
Lamellipode Neurites
Axone

Céne de croissance ——

Figure 32 : Développement d’un neurone en culture in vitro.

(Arimura and Kaibuchi, 2007)

Les caractéristiques morphologiques des neurones, le profil d’expression et la
localisation des protéines neuronales in vitro miment les phénomenes que I'on observe in
vivo. Un tel constat valide la pertinence du modéle (Garner et al., 2006) pour ce qui est du

type d’études que nous avons conduites.

Les cellules qui environnent les neurones, comme les cellules gliales, ont un réle tres
important dans leur développement et leur fonctionnement. La culture primaire de tissu
nerveux permet de conserver chaque type cellulaire (neurones, astrocytes, microglie,

oligodendrocytes) a peu prés dans les proportions qui existent dans le cerveau, ce qui
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permet d’inférer qu’elle reproduit, ne fiit-ce que partiellement, les interactions cellulaires du

tissu originel.

Longtemps, I'astrocyte a été relégué au role supplétif de support structural. Puis, de
simple cellule de soutien, I'astrocyte est devenu I'acteur principal de toutes sortes d’effets.
Lors du développement, la premiere tache de I'astrocyte est de protéger le systéme nerveux
central et de controler l'intégrité de la barriere hémato-encéphalique. Au cours de
I'embryogenese, I'établissement des fonctions neuronales échelles temporelles et spatiale
semble bien étre un mécanisme indispensable a I'activité cérébrale, et a la plasticité

cérébrale.

Le modele de synapse tripartite rend compte de l'interaction entre la partie pré-
synaptique neuronale, la partie post synaptique neuronale et un astrocyte (Araque et al.,
1999). La transmission synaptique peut activer les astrocytes en y élevant la concentration
d’ions calcium intracellulaires. Cette signalisation locale peut moduler la signalisation,
intervenir dans la création d’'une boucle de contréle neurone-glie, qui permet d’augmenter
ou de diminuer I'activité neuronale en fonction des besoins (Hansson and Ronnback, 2004).
Les astrocytes communiquent avec les synapses au moyen de divers neurotransmetteurs
(Perea et al., 2014) comme le glutamate, qui suscite une réponse calcique astrocytaire
(augmentation des ions calcium intracellulaires). L'activité synaptique peut étre aussi affecté
par des processus globaux comme des molécules diverses qui n’ont pas d’origine neuronale

(El et al., 2018).

Toutes les fonctions potentielles de I'astrocyte qui viennent d’étre évoquées laissent
entrevoir I'importance putative des interactions neurone-glie et de leurs perturbations, dans

certaines maladies neurologiques.

Le role putatif de I'activation des astrocytes dans la MA est toujours débattu (Chun

and Lee, 2018; Osborn et al., 2016).

Des études conduites en cultures cellulaires ou sur des modeles de souris mimant la
MA, mettent en évidence des changements fonctionnels spécifiques des astrocytes, y
compris dans le métabolome (Sancheti et al., 2014, 2014), la recapture des
neurotransmetteurs (Masliah et al., 1996) et la transmission synaptique (Jo et al., 2014).

Cependant, la contribution globale des astrocytes a la MA reste mal connue.
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La culture primaire de neurones corticaux, que nous avons utilisé pour étudier la MA,
contient 80 % de neurones et 20 % de cellules gliales (5% de microglie dans le modéle
d’intoxication chronique) reproduisant les pourcentages présents dans le cerveau humain
(Herculano-Houzel, 2014). Nous avons pu y étudier |'effet toxique des ABO ainsi que les
modifications métaboliques et structurales néfastes qui surviennent dans les neurones
exposés a ces derniers. (Les résultats de ces travaux sont présentés dans I'article de Callizot,

Combes et al 2013).

A I'aide d’antagonistes, il nous a été possible de montrer que la voie glutamatergique
était impliquée dans cette toxicité (Fig. 11). Sa stimulation engendre des dérégulations
calciques (Fig. 12 et 13). Nous avons pu établir un lien étroit entre le glutamate et les ABO.
En effet une faible concentration de glutamate co-incubé avec de I’ABO réduit I'effet toxique
de ces derniers (Fig. 15). Les astrocytes sont fortement impliqués dans la régulation du
glutamate. Il semblerait donc qu’un équilibre entre la concentration synaptique et
périsynaptique du glutamate d’une part et de I’ABO de I"autre soit nécessaire pour éviter ou

en tout cas retarder la survenue de la MA.

Les ABO exercent également un effet délétere sur des astrocytes maintenus en

culture pure. lls exigent du reste du calcium extracellulaire pour agir sur cette cible (Fig. 17).

Le glutamate en exces est recapturé par des transporteurs d'acides aminés
excitateurs (EAAT). Ces transporteurs sont essentiels au maintien d’une homéostasie de la
concentration de glutamate et d’aspartate dans la fente synaptique, grace a l'intervention
conjointe des astrocytes et des neurones. Les transporteurs EAAT-1 (GLAST) et EAAT2 (GLT-
1) sont exprimés par les astrocytes, (Kanai et al., 1993; Parkin et al., 2018; Storck et al.,
1992). EAAT3 (EAAC-1) et EAAT4 le sont par les neurones (Nagao et al., 1997). Or, de
maniére intéressante et curieuse, il a été montré qu'EAAT1 est exprimé par des neurones
présentant des NFT chez des patients atteints de MA (Scott et al., 2002). Les EAAT sont sous-
exprimés dans la MA (Masliah et al., 1996) et le nombre d'EAAT2 exprimé par les astrocytes
dans la zone corticale est diminué (Li et al., 1997). Les niveaux protéiques d'EAAT1 et
d’EAAT2 corticaux différent d’un cerveau normal a un cerveau de patient atteint de MA ou
ils sont notablement diminués (Beckstrgm et al., 1999; Huang et al., 2018). L'AB est capable

de réduire l'assimilation du glutamate par des astrocytes en culture (Harris et al., 1995) et
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EAAT2 est connu pour jouer un role important, quoiqu’indirect, dans le traitement

protéolytique de I’APP.

L'EAAT2 spécifique des astrocytes peut étre exprimé par les neurones dans des
conditions pathologiques et cette induction neuronale d'EAAT2 ne survient que dans des
neurones qui expriment de maniére anormale la protéine t hyperphosphorylée (Thai, 2002).
Puisqu'une expression anormale d'EAAT1 dans des neurones a récemment été rapportée
(Pow and Cook, 2009; Scott et al., 2002), la découverte d'une expression anormale d'EAAT2
dans des neurones favorise fortement I'hypothése selon laquelle des anomalies dans le
transport de glutamate par les neurones et les astrocytes jouent un réle important dans la

pathogénie de la MA.

Il a été observé une réduction de I'expression d’EAAT1 chez les patients atteints de
MA (Woltjer et al., 2010; Zoia et al., 2004, 2011). Il serait donc intéressant de déterminer
dans la suite logique de nos travaux, le réle des EAAT ainsi que leur niveau d’expression
aprés une intoxication par les ABO, en fonction de leurs localisations (astrocyte ou
neurones). Il conviendrait aussi d’étudier la quantité de glutamate extracellulaire dans les

premieres minutes d’application du peptide sur une culture d’astrocytes purifiées.

Nombre d’études biochimiques et neuropathologiques conduites sur des cerveaux de
patients atteints de la MA montrent qu’ils sont le siege d’'une importante réaction neuro-
inflammation dans laquelle la microglie joue un role essentiel. La microglie est une cellule
immunitaire résidente du cerveau et de la moelle épiniére. Elle joue un role important dans
le neurodéveloppement, dans les maladies neurodégénératives et dans ’lhoméostasie
(Nayak et al., 2014). Contrairement aux neurones et d'autres types cellulaires gliaux, la
microglie dérive de la moelle osseuse, et elle apparait t6t pendant le développement
(Hutchins et al., 1990) ; elle tire son origine de précurseurs érythromyeloides (EMP) (Ginhoux
et al., 2010). Elle est connue pour réguler la quantité de dépot d’AB par phagocytose
(Laporte et al., 2004), et semble exercer un effet protecteur sur la progression de la MA (Lee
and Landreth, 2010). La microglie des cerveaux de patients atteints de MA apparait sous
forme de grappes cellulaires centrées sur les dépots fibrillaire d'AP ; les cellules microgliales
adoptent une morphologie polarisée et elles émettent des prolongements hypertrophiques

qui s'étendent vers les plaques (Condello et al., 2015). Il se crée une barriére physique
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protectrice empéchant la propagation de I'AB fibrillaire, et promouvant ainsi la formation de

plaques trés compactes (Condello et al., 2015; Yuan et al., 2016).

Nous avons développé un modele de culture primaire de cortex contenant de la
microglie afin d’étudier la neuro-inflammation résultant de I'application d’ABO (Fig. 20). Le
modele nous a permis de montrer que le traitement entraine la libération de différentes

cytokines telles que le TNFa, I'IL1B et I'IL6 (Fig. 21).

Nous avons mis en place un modele de culture primaire permettant d’étudier les
deux mécanismes de toxicité de I’ABO. D’abord la toxicité aigué passant par la voie
glutamatergique, qui implique les astrocytes et active la voie apoptotique. Puis, la neuro-
inflammation qui fait intervenir I'activation de la microglie par I’AB qui suscite une libération

de cytokine pouvant engendrer la mort neuronale.

Selon toute vraisemblance, la MA est une maladie impliquant aussi bien I’ABO que le
glutamate. Il semble se dessiner un lien étroit entre ces deux agents. Comme le glutamate
est impliqué dans la plupart des maladies neurodégénératives, nous nous sommes donc
interrogés sur le role d’AB dans celles-ci. C'est a la suite d’une étude bibliographique
extensive qu’un certain nombre de données nous ont poussées a chercher le réle éventuel

de I’AB dans la SLA.

La recherche portant sur I'APP s'est concentrée presque exclusivement sur son role
dans la MA. En effet, des mutations dans I'APP sont associées aux formes familiales de la
maladie (Selkoe, 2001). Mais il se pourrait qu’un traitement anormal ou erroné de I'APP
intervienne dans pluisieurs neurodégénérescences (Esler and Wolfe, 2001). Dans le muscle
squelettique, I'APP est localisé a la base des plis postsynaptiques de la JNM, mais sa fonction

y est peu claire (Askanas et al., 1992a).

De plus une accumulation de peptide AB est retrouvée dans des myosites a corps
d'inclusion (Askanas et al., 1992b). Une augmentation de I'expression d'APP a été détectée
dans les muscles de patients atteints de SLA associée a une myosite a inclusion ; il semble y
jouer un role pathogéne (Askanas and Engel, 2002). La surexpression d'APP chez des souris
transgéniques suscite un phénotype ressemblant a des myosites a corps d'inclusion,
(Sugarman et al., 2002) et sa surexpression dans des cellules musculaires, inhibe

I'innervation in vitro (McFerrin et al., 1998). Ces résultats suggérent que I'APP joue un réle
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central dans la pathologie de certaines myosites a corps d'inclusion (Askanas and Engel,
2002). De plus, BACE1, une protéase clé dans la génération d’ApB a partir d’APP, est aussi
surexprimée dans les muscles de patients atteints de SLA associée a une myosite a corps
d'inclusion (Vattemi et al., 2001). De I’AP1-42 est accumulée dans des fibres musculaires de
patients avec myosites a corps d'inclusion (Vattemi et al., 2009). La production de corps
d’inclusions, quelle que soit leur nature, peut donc étre un facteur important de la

pathogénie de la maladie.

Il a été observé une augmentation des niveaux d'APP dans les muscles de souris a
SOD1 G93A. Cette augmentation précede |'apparition des premiers signes de la maladie,
comme la modification de la démarche et le tremblement. Des niveaux d'APP notablement
plus élevés ont été montrés dans les muscles deltoides de patients atteints de SLA
sporadique, par rapport a ceux des individus exempts de la maladie (Moloney et al., 2014).
Comme une élévation des niveaux d'APP est également observée dans d'autre muscles et
d’autres maladies neuromusculaires, I'APP ne peut représenter un marqueur spécifique de la
SLA, mais il peut étre utilisé comme un marqueur de diagnostic présymptomatique lors de
I’examen de biopsie musculaire de sujets a haut risque, membre d’une famille présentant
plusieurs cas de SLA. Il a été observé la présence d’AB intracellulaire dans les neurones
moteurs de patients atteints de SLA aussi bien sporadique que familiale (Calingasan et al.,
2005; Koistinen et al., 2006). Bien que I’APP soit nécessaire a la formation des JNM (McFerrin
et al., 1998), la surexpression d’APP dans des cultures de myocyte humain inhibe la
formation des JNM (Wang, 2005). De hauts niveaux d'AB sont observés dans la moelle
épiniere de souris SOD1 G93A localisés principalement dans des neurones moteur et leurs
cellules gliales environnantes. La perte de JNM et la dégénérescence de neurone moteur
sont considérablement réduites dans des souris SOD1 G93A quand le géne de I’APP est
invalidé ; ce fait indique que I'APP endogéne contribue activement a la pathologie dans ce

modéle animal de SLA d’origine génétique (Bryson et al., 2012).

Pour en terminer, la mort de neurones moteurs (Seo et al., 2002) est observés dans des
modeéles murins de maladie d'Alzheimer familiale, et des niveaux élevés d'AB, mettent en

évidence leur particuliere sensibilité a ce peptide.

Nous fondant sur ces études, nous avons étudié les effets des préparations d’AB sur

un modele cellulaire de SLA. Ce modeéle de coculture nerf muscle permet d’innerver des

160



myotubes qui deviendront des myofibres, permet la formation de JNM et |la contraction des
fibres musculaires matures. Nos résultats ont montré que les JNM sont sensibles aux
préparations d’AB (Combes et al., 2015). Tout comme dans le modéle de MA, nous avons
montré qu’il existe un lien entre glutamate et ABO dans la SLA, ou plus précisément dans le

modéle qui nous sert a étudier cette maladie.

En raison de la complexité du modeéle coculture nerf muscle, I’étude mécanistique de
I'effet d’ABO a été faite sur des cultures de cellules musculaires humaines d’une part et sur
des cultures primaires de motoneurones embryonnaires de rat, de I'autre, de fagon a isoler

les effets du peptide sur chacun de ces types cellulaires.

L’effet toxique de I’ABO sur les motoneurones (Fig. 22) se manifeste notamment par
une augmentation de la TDP-43 cytoplasmique (Fig. 26) et de la quantité de glutamate
extracellulaire (Fig. 24). Il passe par les voies glutamatergiques (Fig. 25). La caractéristique
neuropathologique principale, des neurones moteurs de patients atteints de SLA, est la
présence d’inclusions de TDP-43 dans leur cytoplasme et dans d'autres régions du SNC, y
compris dans le cortex frontal et temporal (Guerrero et al., 2016). Il existe du reste des
formes de SLA dans lesquelles des inclusions intramusculaires de TDP-43 sont des éléments
anatomopathologiques fondamentaux de la maladie, qu’elle soit familiale ou sporadique
(Cykowski et al., 2018). Il serait donc intéressant d’étudier I'expression et la localisation
(cytoplasmique ?) da la TDP-43 dans des cultures primaires de neurones corticaux comme
observé chez certains patients SLA (Shellikeri et al., 2017) . Comme TDP-43, dans la SLA, la
protéine FUS/TLS s’accumule dans le cytoplasme des motoneurones. Les mutations FUS
entrainent une perte sévere de motoneurones et sont associées a la SLA juvénile
(Kwiatkowski et al., 2009; Ticozzi et al., 2009). Nous nous proposons d’étudier I'accumulation
cytoplasmique de FUS sur une culture primaire de motoneurones dans des conditions

expérimentales reproduisant les caractéristiques principales de la SLA.

Nous avons pu montrer que les cellules musculaires humaines sont sensibles a I'AB
mais ne le sont pas au glutamate ; dans cette toxicité, une autre voie est donc impliquée. Il
semble que la dérégulation du transport et/ou du métabolisme du glucose intervienne dans
I'effet délétere de I’AB (Fig. 30 et 31). Il serait donc intéressant d’étudier I'expression

génique des transporteurs du glucose sur notre modeéle de coculture nerf muscle.
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Nous pensons développer le modele coculture nerf muscle dans différentes
directions afin d’y étudier les effets du glutamate et des ABO, notamment sur le

métabolisme du glucose.

J Cellules musculaires humaines saines avec explant de moelle épiniére issu de rat

transgénique SOD1 G93A.

J Cellules musculaires humaines issues de patient atteint de la SLA avec un explant de

moelle épiniere issu de rat sain.

J Cellules musculaires humaines issues de patient atteint de la SLA avec un explant de

moelle épiniére issu de rat transgénique SOD1 G93A.

En conclusion, I'ensemble de nos résultats a permis de mettre en évidence quelques
mécanismes physiopathologiques inédits de la MA et la SLA, et d’imaginer de nouvelles
cibles thérapeutiques. Il a aussi permis de montrer que des modeles de culture cellulaire
permettaient de répondre a plusieurs questions ciblées, dans la mesure ou ils reproduisent
certains des phénomeénes neuropathologiques observés chez les malades. Nous sommes
parfaitement conscients des limites et des imperfections de notre travail, mais nous pensons
gu’il a pour mérite d’ouvrir des perspectives nouvelles pour I’étude de la physiopathologie

de la MA et de la SLA.
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Besides in vivo models, co-cultures systems making use of Rat dorsal root ganglion explants/Schwann
cells (SC) are widely used to essentially study myelination in vitro. In the case of animal models of
demyelinating diseases, it is expected to reproduce a pathological process; conversely the co-cultures
are primarily developed to study the myelination process and in the aim to use them to replace
animals in experiences of myelin destruction or functional disturbances. We describe (in terms of
protein expression Kinetic) a new in vitro model of sensory neurons/SC co-cultures presenting the

Keywords: following advantages: both sensory neurons and SC originate from the same individual; sensory
Co—c1.11tur.e neurons and SC being dissociated, they can be co-cultured in monolayer, allowing an easier
Myelination microscope observation; the co-culture can be maintained in a serum-free medium for at less three
MBP months, allowing kinetic studies of myelin formation both at a molecular and cellular level.
MAG Optimizing culture conditions permits to use 96-well culture plates; image analyses conducted with
PO an automatic image analyzer allows rapid, accurate and quantitative expression of results. Finally, this
PMP22 system was proved by measuring the apparition of myelin protein to mimic in vitro the physiological
process of in vivo myelination.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction diseases, it is expected to mimic a pathological process. Conversely

A correct production and maintenance of the myelin sheath is essential
to the proper function of the peripheral nervous system (PNS).
Resembling insulation of an electrical wire, the myelin sheath enables
electrical signals to be rapidly and correctly conducted along the nerve
fiber. Today, location, nature, time of appearance and function of
myelin proteins are well known (see Fig. 1) [1], so as it is possible to
use the accumulated data to appraise the value and relevance of in vivo
and in vitro models of demyelination and/or myelination process.

It exist many acquired or inherited diseases affecting integrity
and function of myelin sheath, resulting in either motor or sensory
neuropathies [2-5]. Therefore, it is interesting to have at disposal
convenient models for studying pathogeny and treatment of these
invaliding diseases. For this purpose, various in vivo or in vitro
models have been developed [for review 6,7]. However their aims
are not the same. In the case of animal models of demyelinating

the co-cultures of neurons and Schwann cells are primarily
developed to study the myelination process and to replace animals
in experiments of myelin destruction or functional disturbances.
The most commonly used of in vitro models is the co-culture of
rat or mouse dorsal root ganglion (DRG) explants [7,8] or
dissociated sensory neurons from DRG [9] and Schwann cells
(SC) purified from sciatic nerve of rat or mouse pups. In all cases,
preliminary steps of purification of DRG explants or dissociated
DRG are needed before they can be used in co-culture. This
purification step makes use of antimitotic agents and should be
repeated two times over a period of two weeks. The DRG or SN
have to be maintained in growth medium before addition to SC. In
parallel, SC should also be purified before being expanded [10,11].
These models display several disadvantages. (a) They are time-
consuming and use several steps of separate cultures of both
DRG explants or dissociated SN and SC before being usable.
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Fig. 1 - Localization of major myelin proteins in PNS.
Redrawn from Snipe and Suter [1], with modifications.

(b) Antimitotic agents used to purify SN either in DRG explants or
in dissociated suspension of DRG are neurotoxic [12] (not using
them presents a decisive advantage for maintaining SN integrity).
(c) Some use non-dissociated explants which renders difficult
accurate observation of individual SN. (d) SN and SC do not
originate from the same individual and are used at different stages
of development: SN are prepared from embryo, SC from newborn.

We describe here a new in vitro model of SN/SC co-cultures
presenting the following advantages: (a) both SN and SC originate
from the same individual. (b) SN and SC being dissociated, they can
be co-cultured in monolayer, allowing an easier microscope
observation. (c) The co-culture can be maintained in a serum-free
medium for 2-3 months, allowing kinetic studies of myelin
formation both at a molecular and cellular level. (d) Optimizing
culture conditions done on an adapted coating and without any anti-
mitotic treatment, permits to use 96-well culture plates. (e) Image
analyses conducted with an automatic analyzer allowing rapid and
accurate expression of results. It should be underlined that we did
not intend to quantify the expression of myelin proteins, but to verify
that their spatial distribution at the end of myelination process fits
with what is known to be in vivo. To the best of our knowledge, this
point has never been elucidated in rat species.

Material and methods
Co-culture of sensory neurons and Schwann cells

Rat SN were prepared as previously described [8,9] with some
modifications. Briefly, DRG from spinal cord of 15-day-old Wistar
Rat embryos (E15) (Elevage Janvier ref RN-WI-GE-NG, Saint
Berthevin, France) were sterilely extracted, treated with trypsin
solution (Trypsin 0.25%/EDTA 0.02% in phosphate buffer saline
(PBS) without Ca®>* and Mg?*, PAN Biotech GmbH, Dutscher SAS,
Brumath France) at 37 °C for 20 min; the reaction was stopped by
addition of Dulbecco modified minimal essential medium of Eagle
(DMEM 4.5 g/1 of glucose; PAN Biotech GmbH) containing DNAse I
grade 2 (0.1 mg/ml, PAN Biotech GmbH) and 10% fetal calf serum
(FCS, Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Cells were mechanically
dissociated by 3 forced passages through the tip of a 10 ml pipette.
They were then centrifuged at 500 g for 10 min. The supernatant
was discarded and the pellet was re-suspended in a defined culture
medium containing neurobasal medium (Invitrogen) supplemen-
ted with B27 nutrient supplement (2%, Invitrogen), L-glutamine
(0.2 mmol/l, PAN Biotech GmbH), 1% of Penicillin (10.000 U/ml)
and Streptomycin (10 mg/ml) solution (PS; Pan Biotech GmbH)

and 50 ng/ml of Nerve Growth Factor (NGF, Sigma Aldrich, Lyon,
France). Viable cells were counted in a Neubauer cytometer using
trypan blue exclusion test. The E15 embryo cells were seeded at a
density of 12,500 cells/well in 96 well-plates pre-coated with poly-
L-lysine (Greiner Bio-One SAS, Courtaboeuf, France) and coated
with laminin 1.4 ug/cm? (Sigma Aldrich) for 2 h at 37 °C, and were
cultured at 37 °C in a humidified air (95%)/CO, (5%) atmosphere.
Half of the medium was then changed every day. The cultures were
maintained one week to allow Schwann cells to proliferate
and unsheathe the axons of sensory neurons. On day 7, the co-
cultures were induced to form myelin with addition of 50 pg/ml of
L-ascorbic acid (AA, Sigma Aldrich) and half of the medium was
then changed every day.

In this optimized system, no serum was added. However some
experiments were carried out in the presence either of 5 or 10%
horse serum (HS; Invitrogen) or 5 or 10% FCS on day 7 toward.
Cultures devoid of serum were maintained up to 25 days after AA
addition (a total of 32 days in culture). Randomly chosen plates
were selected at intervals after AA addition for myelin protein
staining (from day 4 post AA up to day 26 post AA).

NGF was added in the medium (50 ng/ml) to allow cell survival
and myelin maturation. On day 19 NGF concentration was decreased
to 25 ng/ml, on day 21 to 12.5 ng/ml and on day 23 to 5 ng/ml. The
cells were maintained at this concentration to 30 days.

Immuno-cytochemistry

After removal of the culture medium, cultures were washed with
PBS (Pan Biotech GmbH) and fixed with an ethanol/acetic acid
solution (95%/5%) for 5 min at — 20 °C, the cells were washed 3
times with PBS after fixation. Non-specific antibody binding sites
were blocked with a 5 mg/ml of bovine serum albumin (BSA, PAN
Biotech GmbH) in PBS, for 15 min at room temperature.

For staining myelin proteins, following antibodies were used:
information concerning the antibodies used throughout this study
are listed in Table 1.

All primary antibody incubations were performed in PBS
containing 5 mg/ml of BSA, 1 mg/ml of saponin (Sigma Aldrich),
for 2 h at room temperature. The cells were then washed with PBS
containing 5 mg/ml of BSA, 1 mg/ml of saponin for 3 x5 min,
and incubated with the appropriate secondary antibodies (goat
anti-rabbit Alexa 568 [H+L] (Invitrogen), or goat anti-mouse
Alexa 488 [H + L] (Invitrogen), used at 2 pg/ml in PBS containing
5 mg/ml of BSA, 1 mg/ml of saponin), for 1 h at room temperature.
Cell nuclei were labeled with 1 pg/ml of Bis benzimide (Hoechst,
Sigma Aldrich).
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Table 1 - List of antibodies used in the study.

Antibody Clone Antibody isotypes Dilution Provider Catalog Reference
reference
Myelin associated glycoprotein (MAG) 513 Mouse IgG1 1 pg/ml Millipore MAB1567 [13]
Myelin basic protein (MBP) Rabbit, affinity isolated 5 pg/ml Sigma Aldrich M3821 [14]
antibody

Myelin Protein Zero (PO) Rabbit IgG 5 pg/ml abcam ab31851 [15]
Connexin-32/GjB1 (Cx32) CNX-32  Mouse IgG1 2 pg/ml abcam ab66020 [16]
Peripheral myelin protein 22 (PMP22) Rabbit IgG 2 pg/ml abcam Ab61220 [17]
S100 beta (3-S100) 8B10 Mouse IgG 1 pg/ml abcam Ab8330 [18]
Contactin-Associated protein 1 (Caspr1) Rabbit IgG 1 pg/ml abcam Ab34151 [19]
Neurofilament 200 (phosphorylated and N52 Mouse IgG1 1 pg/ml Sigma Aldrich N0142 [20]
non-phosphorylated; NF)

Neurofilament 200 Rabbit IgG fraction 0.5 pg/ml Sigma Aldrich N4142 [21]
(phosphorylated and non-phosphorylated; NF) antiserum

Thy-1.1 TIB-103™ Mouse IgM Culture ATCC TIB-103™ [22]

supernatant, 1:2
Microscopy lamina [23]. During that time the SC stopped their proliferation to

For immunofluorescence microscopy, the immuno-labeled cultures
were examined with InCell AnalyzerTM 1000 (GE Healthcare) at x20
magnification equipped with xenon lamp (excitation 360/480/565
and emission 460/535/620) with x20 and x40 objectives. For each
condition, 20 randomly selected fields from 6 wells were analyzed
(representing 80% of the total surface of the well). Results were
expressed in terms of cumulated mean length in pm of myelin
sheath, labeled for a given marker and subsequently referred to as
CML in the figures. For each label a threshold of fluorescence taken
into consideration was determined in order not to measure poorly-
labeled or questionably segments. Repeated counts of fluorescent
nuclei have shown that the number of cells is constant from well to
well, at each time point of the experiments. It should be underlined
that this mode of expression pertains to structural organization and
distribution of myelin proteins in myelin sheath, not to their relative
amount, as would be the case with western blot.

For SC and fibroblasts cell numbers, the results were expressed in
number of cells per field, positive cells were those presenting the
double labeling : Hoechst and b-S 100 (SC) or Thy-1+ (fibroblast).

Confocal microscopy

For immuno-fluorescence confocal microscopy, the immuno-
labeled cultures were examined with a ZEISS LSM 700 Laser
Scanning microscope (excitation 488 nm, 7.5% laser, 555 nm, 2.8%
laser and intensities were recorded simultaneously in the range
emission 420-578 nm and 568-700 nm for the two channels,
respectively) with x20 and x40 objectives.

Results

Kinetic of myelination in the DRG sensory neurons/SC model
(Fig. 2)

In the optimized model, SC were cultured for 7 days in medium
devoid of AA. In these conditions, SC proliferated and aligned along
the axons. AA was added on day 7 in order to trigger myelination
process; it induces indeed the synthesis of collagen IV which
serves of scaffold for the deposition of other components of basal

enter in an elongation and ensheathment process around axon
(Fig. 2, diagram). The myelination process itself started about one
week after the AA addition.

A large expression of MAG protein was observed starting on
day 7 until day 14 and then a plateau seemed to be reached. After
few days (day 18 post AA) the mean length of MAG-positive
myelin sheath decreased to stay stable from day 22 towards.
During the early phase (between day 7 to day 14) MAG was first
expressed along the whole length of SC, from the perinuclear area
to the future paranodal area of the axon; at this early stage a
overlapping between MAG and MBP was observed along the axons
(Plates 1, 2 and 3 and Fig. 2 diagram). SC then undertakes the
envelopment of the axon, forming the primary mesaxonal spiral, in
which MAG becomes concentrated. In our system, the mean length
of MAG-positive segments decreased as myelination progressed
into the compaction stage (from day 18 to day 22). In vivo, MAG
expression in mature myelin is restricted to Schmidt-Lanterman
incisures, periaxonal collar, and paranodal regions (Fig. 1). At this
late stage, in our system, MAG was concentrated in very well
defined and small areas between large segment of MBP and PMP
22-labeled portion (Plates 4A and C), mimicking the specific
localization of MAG in mature myelin (Fig. 1).

Cx32, a late stage protein of mature myelin, appeared around
day 14, its expression progressively increased with time proving
the maturation of myelin. Cx32 plays an important role in the
maintenance of myelin sheaths [24] and significant level of Cx32
was observed after 25 days (post AA); at that late stage Casprl, a
specific marker of Ranvier nodes was also detected; forming
discrete spots between MBP and PMP22-labeled portion (Plates 4B
and D).

In our system, PO and MBP expression began on day 9, and
increased throughout the time. In vivo both MBP and PO are
involved in formation of the major dense line (Fig. 1). Moreover,
PO plays an important role in determination of myelin thickness
and maintenance of myelin and axon integrity [25]. In our system,
on day 15, a plateau seemed to be reached, and the mean length of
PO-positive myelin segment appeared to be stable along the axons
(Plate 4E).

Expression of PMP22 started later (on day 11) and progres-
sively increased up to day 16, from which a plateau was reached.
PMP22 expression was co-localized with MBP and PO in compact
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Fig. 2 - Kinetic curves of myelin protein expression (MAG, MBP, PMP22, PO and Cx32) from seeding (day — 6) up to 30 days after AA
addition (Day 0 =7 days of culture) expressed in pm. Data are expressed in mean +/— s.e. mean of 3 separate cultures (n= 3 wells
per culture). Lower: schematic diagram of SC proliferation and ensheathment to myelin formation around axon throughout the
time (from seeding day — 6 up to 30 days after AA addition (day 0= 7 days of culture)).

areas of myelin and formed long segments finishing with MAG and
Cx32 (Plates 4C and D). PMP22 is known to foster myelin
formation in early stage formation and has an important role in
the control of myelin thickness and myelin integrity in advanced
stages of myelination [26].

Number of SC in the co-culture model, effect of AA addition
in culture medium (Fig. 3A)

In absence of AA, SC proliferated all along and around axons. A
massive proliferation was observed beginning 4 days before AA
addition, corresponding to 3 days of culture. By contrast, the
proliferation speeded down after AA addition. From day 10 (post
AA) to day 22, in our system, the number of SC stabilized,
indicating that cells stopped their proliferation to enter in the
elongation and ensheathment process around axon.

Role of serum on fibroblast proliferation and myelin protein
expression (Figs. 3B and 4)

In our system, no serum was added in the culture medium to
minimize fibroblast proliferation the number of which was stable
throughout the culture. By contrast, addition of 10% of HS or FCS
induced a massive proliferation of fibroblasts leading to detach-
ment of the cell layer and loss of the culture. No difference was
observed between effects of HS and FCS on this proliferation.
Interestingly, high concentration (10%) of FCS or HS significantly
decreased the mean length of MAG-positive segments of myelin
(Fig. 4). But no major changes were observed in MBP expression in
presence of 10% serum (light decrease with FCS); however it
should be noted that at early stage expression level of MBP was
weak; inhibition was therefore difficult to appraise (Fig. 4). The
presence of 5% of serum did not change expression level of MBP,

confirming that myelination of dorsal DRG sensory neuron axons
occurs in a fully defined, serum-free medium (B27). Same was
observed for MAG expression with HS; by contrast the level of
MAG was inhibited in presence of 5% FCS (after 7 days).

Decreasing NGF concentration from day 19 to 21; effect on
MBP and MAG expression and maturation of myelin (Fig. 5)

In our system, compact myelin apparently was formed from day 19
towards (post AA); for this reason NGF concentration was
progressively decreased to more physiological levels (5 ng/mL).
This decrease of NGF concentration did not influence MBP or MAG
levels. Moreover, the process of maturation was not affected by
alteration in NGF concentration; distribution and localization of
Csp1 reflected indeed the presence of Ranvier nodes, the formation
and presence of which were not impaired (Plate 4F).

Discussion

Appearance, distribution and, thanks to KO mice, functions of myelin
proteins are now well-known [25-27]. The models of rat DRG
explants/SC co-cultures are well established [7,9,10,28-30]. All these
co-cultures involve two dissections and culture steps, and attempt to
eliminate contaminating fibroblasts or to limit their proliferation (use
of antimitotic agents as arabinoside agent). DRG and SC originate
from different individuals at different stages of development. In all
cases, the co-cultures are performed in the presence of AA.

We describe here a model of in vitro myelination with three
technical innovations. First, SN and SC originate from the same
individual and undergo an only dissection and therefore certainly
have the same genetic background. Second, since SN are
dissociated, they can be cultured in monolayers which allows
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easier microscope observations and accurate image analyses.
Third, improvements in the technique of culturing: no aggressive
treatment (as antimitotic agents using to purify the culture and
known to be neurotoxic) and an adapted substratum coating are
employed to increase the lifespan (up to 3 months) and the quality
of the culture (SN presenting long neurites and good adhesion in
plastic well that are favorable to myelination process).

In classical DRG explants/SC co-cultures, myelin synthesis is
completed by one week after AA addition [31]. In our system, the
co-cultures were maintained for four additional weeks after AA
addition (seven days after seeding of the cell suspension, time
required for SC to proliferate around the axons), that is a total of
35 days. Under these conditions, the co-cultures could be main-
tained without any alteration for more than three months (data
not shown), instead of two-three weeks in classical co-cultures
[7,9]. In absence of serum, there was no fibroblast proliferation,
whereas in the presence of either HS or FCS (5 and 10%), there was
a massive fibroblast proliferation during the first week of culture.
Moreover, as observed by others [32,33], high serum concentra-
tions (15%) inhibited myelination. In our system, lesser concen-
trations of HS or FCS (10%) also completely abolished MAG
expression and partly MBP one (Fig. 4). Cheng and Mudge [34] also
have shown that purified SC can be cultured in absence of serum.

In the presence of serum, after 8-9 days of culture post AA, the
cell layers detached from the substrate because of the over-
crowding of culture with undesirable cells. Serum used at low
concentration (5%) did not change maturation of the myelin and
level of myelination as compared to cultures carried out in serum-
free medium (as also shown by Podratz [32]). The medium used
(N2 supplement) contains many factors known to promote
differentiation of glial cells and myelination, such as insulin,
progesterone [35-37], transferrin and selenium. Progesterone
especially activates the PO promotor and the promotor 1 of PMP
22 [38] and increases the levels of PO and MPB mRNA [39],
together with those of PO, MBP and PMP22 proteins. MAG
expression, however, is not affected [40]. In the presence of either
HS or FCS (5%), the co-cultures were too dense after 10 days post
AA. The SN gathered in the center of the wells, no image analyses
were possible, and finally massive detachment from the substrate
occurred.

In absence of AA, the SC migrated and associated with neuritis
of SN. Under these conditions, expression of early myelin markers
such as MAG was up-regulated but no basal lamina was produced
[23,41], axons were not sheathed and up-regulation of other
myelin components did not occur. Upon addition of AA, MAG
expression intensified and became concentrated along a distinct

Plates 1-2-3 - Early spatial (day 16-19 post AA) development of myelin proteins (MAG and MBP). Sensory neurons/SC cocultured
with neurons fixed and doubly immunolabeled with monoclonal anti-MAG (1 and 3), or polyclonal anti-MBP antibodies (2 and 3),
and monoclonal anti-NF (2 and 3), and examined by double-immunofluorescence microscopy. Objective 20x; scale bar 20 pm. SC
completely envelop axons, forming primitive MAG- (1C) and MBP-positive (2C) primary mesaxons, early co-localizations of MAG

and MBP are observed (3C). Nuclei appear in blue after Hoechst labeling (1C, 2C and 3C).
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Plate 4 - Late spatial distribution (day 26 post AA) of myelin proteins (MAG, MBP, PMP2, P0, Cx32). Sensory neurons/SC cocultured
with neurons fixed and doubly immunolabeled with monoclonal anti-MAG (A and C), and/or polyclonal anti-MBP antibodies (A and
B), and/or polyclonal anti-PMP22 (C and D) and/or polyclonal anti-P0 (E), and/or monoclonal anti-Cx32 (B and D) and examined by
double-immunofluorescence confocal microscopy. Objective 40x; scale bar 10 pum. The different fields include mature sheaths in
which MAG, MBP and PMP22 are strongly expressed (A and C), MAG is expressed in multiple Schmidt-Lanterman incisures (white
arrowheads) disposed at intervals along the whole length of the sheath, and separated by MBP-positive and PMP22-positive regions.
MAG is expressed also in paranodal regions (white arrows). The fields B and D show SC with linear, MBP and PMP22-positive (red)
mesaxon associated with a uniformly labeled Cx32-positive (green) axon located in Schmidt-Lanterman incisures (white
arrowheads). The E field includes a mature sheath in which PO (red) is strongly expressed. On F field, the white arrow indicates a
node of Ranvier. Caspr1 localization is restricted to a small region of expression in the paranodal region.

line extending the full length of the nascent sheath, which
probably corresponds to the formation of the primary mesaxon
(Plate 1).

Expression of the different myelin components did not occur
simultaneously but sequentially, between 5 and 7 days post AA
(Fig. 2), as already observed in other models [33]. But at difference
from them, under these conditions, myelination started from day 5
post AA, with a large and uniform expression of MAG along the
whole length of the SC, from the perinuclear area to the future
paranodal area. The SC then began envelopment of axons (primary
mesaxonal spirals in which MAG concentrated). The MAG-positive
spirals disappeared as myelination progressed into compaction
stage (around day 8 post AA). MAG concentrated in the Schmidt-
Lanterman incisures, the peri-axonal collar and the paranodal
regions. At that time, the mean length of MAG-positive segments
of myelin decreased (Fig. 2, Plate 4) since MAG concentrated in
discrete, well-defined areas. The formation of mature compact
myelin in co-culture was therefore proved by spatial segregation
of MAG in the non-compacted membrane compartments and that
of MBP in the compacted one, which is the internodal region
(Plate 4). From day 9 post AA, a constant increase in mean length
of MBP-, PO- and PMP22-positive segments occurred up to a
plateau, reached around day 20 post AA. From day 22 toward,
expression of Caspr1 - the marker of Ranvier nodes - started and
mature segments of myelin could be observed, PO, PMP22 and MBP
being localized in compact myelin, MAG and Cx32, in paranodal
loops and Schmidt-Lanterman clefts.

Large amounts (50 ng/ml) of NGF were added in the culture
medium when seeding the cell suspension. Indeed, neurotrophins
have been shown to regulate peripheral myelination [9,42,43] and
to enhance myelination of NGF-dependent neurons via activation
of TrkA receptors [9,43]. Lesser concentration (20 ng/mL) of NGF
resulted in an important decline of compact myelin production
(mean length of MAG-positive segments decreased by 88% and
MBP-positive segments by 95%, on day 12 post AA ; Plate 5 versus
Plates 1 and 2), and a decreased density of neurite network. At
5ng/ml of NGF, no myelination occurred (data not shown).
Neurotrophins are known to exert an important effect on the
phenotype of developing neurons; they control cell survival,
differentiation, neurite outgrowth, excitability, and synapse
plasticity and functions [44]. NGF also plays a critical role in the
regulation of axonal signals that control myelination through TrkA
[43]. Here, when NGF concentration was progressively decreased
from day 19 post AA (when a plateau was reached in myelin
protein expression, which suggests that myelin is mature) to day
21 post AA, from 50 ng/ml to 5 ng/ml, neither decline in level of
compact myelin nor neuronal degeneration were observed. NGF
seems to control axonal receptivity to myelin produced by SC at
the early stage of myelination. This control could be mediated by
the effect of NGF on axon diameter [45]. There exists indeed a
strong correlation between axon diameter and degree of myelina-
tion in vivo and in vitro [46]. An increase in axon diameter in
response to NGF could be the signal triggering myelination [47]. If
this hypothesis is true, the role of NGF in myelination could be
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Fig. 3 - Number of SC (A) expressed in number of cells (35100 immuno-staining) per field in the culture throughout the time. Effect of HS
(10%) and FCS (10%) or absence of serum on fibroblast proliferation (B) expressed in number of cells (Thy1* immuno-staining) per field in
the culture throughout the time. Data are expressed in mean of 20 fields per well +/— standard error of the mean (s.e.m.) of 3 separate

cultures (n =3 wells per culture).

partly or totally topological: a decrease in curvature of axon due to
an increase of its diameter could allow a better wrapping of a
rather rigid membrane around it. Interestingly, Cheng and Mudge
[34] have proved that axonal signal is not required for the
synthesis of PO, giving some consistence to the topological role of
NGF. In our system, the cultures were kept for weeks (see above)
in presence of 5 ng/ml of NGF, without any significant deleterious
effect on MBP expression or maturation of myelin sheath, as
indicated by Caspr1 and Cx32 expression. This model therefore can
be used for pharmacological studies since it could be possible to
damage myelin and to tests effects of putative protective drugs.
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Fig. 4 - Effect of HS or FCS on MAG and MBP expression, on day 7
post AA. No serum (open bars), HS (5 or 10%) or FCS (5 or 10%).
Data are expressed in mean +/— s.e.m. of 3 separate cultures
(n=3 wells per culture).

Moreover, because of the sequential appearance of myelin
proteins, addition of drugs possibly active on the expression of a
given myelin protein could also be studied.

Viability and stability of a cell culture depends on the substrate on
which cells are plated. In our hands, employing collagen or poly-L-
lysine coated surface resulted in a poor viability of the co-cultures
(data not shown). Expression of MAG, MBP or PMP22 was initially
normal, but over 15 days, the cultures started degenerating ; most of
the SN detached from the well substrate within one week following
addition of AA, probably because neuritis failed to establish
sufficiently strong interactions with the substrate. This renders the
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Fig. 5 - Effect of 50 ng/ml or 5 ng/ml of NGF on MAG and MBP
expression determined on day 25 post AA expressed in pm. Data
are expressed in mean +/— s.e.m. of 3 separate cultures (n=3
wells per culture).
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Plate 5 - Early spatial (day 16-19 post AA) development of myelin proteins (MAG and MBP) in presence of low concentration of NGF
(5 ng/ml) in culture medium. The low presence of MAG (A) or MBP (B) along axon under low concentration of NGF is observed (head
arrows). Sensory neurons/SC cocultured with neurons fixed and double immunolabeled with monoclonal anti-MAG (A), or
polyclonal anti-MBP antibodies (B), and mono or polyclonal anti-NF (A and B) and examined by double-immunofluorescence
microscopy. Objective 20x; scale bar 20 pm. Phase contrast microscopy (C) of a myelinating coculture (day 26 post AA) immediately
prior to fixation for immunocytochemical analysis reveals myelin sheaths that appear as thick, dark strands (arrows). The well area
corresponds to the same field shown in the microscopy images (Plate 4). Objective 40x; scale bar 10 pm.

cultures highly sensitive to turbulences created, for example, during
the routine handling of the culture plates [30]. The cultures can be
stabilized by providing the neuritis with an environment offering a
better structural support. It has been shown [30] that using a 3-D
culture matrix, such as Matrigel© in which the growing neuritis can
penetrate, lead to an optimal survival rate of DRG explants after
seven weeks of cultures. Nevertheless, the routine use of Matrigel©
offers several disadvantages: (a) matrix detached from the substra-
tum by pipetting; (b) matrix binds fairly weakly to plastic surface;
(c) the quality of the matrix changes from one batch to another,
which results in a poor reproducibility; (d) Matrigel© have been
shown to be not stable after 15 days of culture at 37 °C, because of
detachment from the plastic surface (on line with what is claimed by
the manufacturer). Under these conditions, our co-cultures started
to degenerate in the 2 weeks following the seeding, so we
discontinued to use Matrigel©. Laminin, well known to improve
neurite production [48] and then to expand neuron survival was
used. We observed by coating with laminin-a substrate pre-coated
with poly-L-Lysine, it was possible to provide the neuritis with a
proper environment, to observe an important neurite outgrowth and
a stabilized neurite network (Plates 1A, 2A), and to maintain survival
of co-cultures for up to 3 months. Cheng and Mudge [34] also used
such a pre-coated substrate for culturing purified SC.

Because it is necessary to fix a threshold of fluorescence to be
taken into consideration, it is not possible to accurately quantify
the proportion of myelinated axons. However, the Plates 1 to 3
allow evaluating this proportion (~30% of fibers were myelin-
ated after 24 days post AA under our conditions).

Another important advantage of this model is its adaptation to
the 96-well format of culture. It allows development and execution
of low-to-medium magnification immunocytochemical investiga-

tions, large series of experiments and, eventually, high-through-put
analyses, and testing of promyelinating agents.

In summary, this model represents a useful and relevant
system of in vitro peripheral myelination. Having this model at
disposal could help to better understand the mechanisms and
the control of intrinsic genetic program governed by a network
of transcription factors coordinating the whole process of
myelination, the sequential expression and sorting of myelin
protein necessary to assemble the myelin sheath [49]. Besides its
theoretical interest, it provides to pharmaceutical companies
with a convenient tool for studying PNS myelination as well as
demyelination and for screening compounds.
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ABSTRACT

Most of the Parkinson’s disease (PD) cases are sporadic, although several genes are directly
related to PD. Several pathways are central in PD pathogenesis: protein aggregation linked to
proteasomal impairments, mitochondrial dysfunctions and impairment in dopamine (DA)
release. Here we studied the close crossing of mitochondrial dysfunction and aggregation of a-
synuclein (a-syn) and in the extension in the dopaminergic neuronal death. Here, using rat
primary cultures of mesencephalic neurons, we induced the mitochondrial impairments using
“DA-toxins” (MPP*, 60HDA, rotenone). We showed that the DA-Toxins induced
dopaminergic cell death through different pathways: caspase-dependent cell death for 6OHDA,;
MPP* stimulated caspase-independent cell death, and rotenone activated both pathways. In
addition, a decrease in energy production and/or a development of oxidative stress were
observed and were linked to a-syn aggregation with generation of Lewy body-like inclusions
(found inside and outside the dopaminergic neurons). We demonstrated that any of induced
mitochondrial disturbances and processes of death led to a-syn protein aggregation and finally
to cell death. Our study depicts the cell death mechanisms taking place in in vitro models of
Parkinson’s disease and how mitochondrial dysfunctions is at the cross road of the pathologies

of this disease.
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DA
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PBS
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PD
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: apoptosis inducing factor
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INTRODUCTION

Parkinson’s disease (PD) is a common neurodegenerative movement disorder that affects
around 1% of the population over the age of 70! It is the second most common
neurodegenerative disease after Alzheimer’s disease. The patients suffering from PD display
symptoms of motor instabilities with resting tremor as the first symptom in 70 % of the cases.
Other clinical symptoms are rigidity, bradykinesia and postural instability, and often include
cognitive impairment, depression and sleep disorders?.

The etiology of PD remains unknown. Genetic, environmental risk factors and their interaction
play a major role in PD. Although 90 % of PD cases are sporadic, several genes exist which are
directly related to inherited cases of PD. Mutations in the alpha-synuclein (a-syn) gene and the
leucine rich repeat kinase LRRK2 (PARKS8 gene) cause autosomal dominant PD, while
mutations in Parkin (PARK2 gene), PINK1 (PARKG6 gene) or DJ-1 (PARKY7 gene) cause
autosomal recessive PD 3. Increased risk factor for PD is also found in carriers of heterozygous
mutations in GBA1°. In parallel, it has been well established that intoxication with
dopaminergic neuron-specific toxins (DA-toxins), including 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6
tetrahydropyridine (MPTP), 6-hydroxydopamine (6OHDA) or rotenone, cause parkinsonism in
humans’. These toxins are used by scientists to experimentally mimic PD in animals.
Although the pathological mechanisms leading to substantia nigra (SN) degeneration might be
multiple, several pathways are probably central: protein aggregation linked to proteasomal
impairments, mitochondrial dysfunction, and impairment in dopamine (DA) release. All these
pathways could converge and generate reactive oxygen species (ROS) and oxidative stress
resulting in cell death®.

In this study, using rat primary cultures of mesencephalic neurons, we showed that DA-toxins

induced a decrease in energy production, oxidative stress linked to a-Syn aggregation and
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generation of Lewy body (LB)-like inclusions, and finally dopaminergic neuronal death
through different cell death pathways. We also showed that whatever the mechanisms of cell
death observed (apoptosis and/or necrosis or necroptosis), a-synuclein (a-syn) production and
aggregation always occurred. Additionally, a-syn aggregates is well known to induce some
mitochondrial dysfunctions. Thus, we hypothesized that whatever the initial causes of TH-
expressing neuron death, production of extracellular aggregated a-syn triggered subsequent
mitochondrial impairments. Therefore, mitochondria and a-syn could be linked in an endless

vicious circle leading to the inevitable death of neurons.
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MATERIALS AND METHODS

Primary Culture of mesencephalic neurons

The collection of embryos was carried out in accordance with the National Institutes of Health
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and followed current European Union
regulations (Directive 2010/63/EU) and was supervised by the local direction of the veterinary
services of the Bouches-du-Rhéne (agreement number A1301310).

Pregnant female rats of 15 days gestation (Rats Wistar; Janvier Labs France) were killed using
a deep anesthesia with CO> chamber followed by cervical dislocation.

Rat dopaminergic neurons were prepared and cultured as previously described by Visanji and
colleagues °. Briefly, the midbrains obtained from 15-day old rat embryos (Wistar, Janvier
Labs, St. Berthevin, France) were dissected under a stereo zoom binocular microscope. The
embryonic midbrains were removed and placed in ice-cold L15 medium of Leibovitz (L15, Pan
Biotech, Aidenbach, Germany) containing 2 % of penicillin (10,000 U/mL) and streptomycin
(10 mg/mL) solution (PS, Pan Biotech) and 1 % of bovine serum albumin (BSA, Pan Biotech).
The ventral portion of the mesencephalic flexure, a region of the developing brain rich in
dopaminergic neurons, was used for the cell preparations.

The midbrains were dissociated by trypsinization for 20 min at 37 °C (Trypsin 0.05 % EDTA
0.02 %, PanBiotech). The reaction was stopped by the addition of Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM, PanBiotech) containing 0.1 mg/mL of DNase | grade Il (PanBiotech) and
10 % of fetal calf serum (FCS, Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Cells were then
mechanically dissociated by 3 passages through a 10 mL pipette. They were then centrifuged
at 180 x g for 10 min at +4 °C on a layer of BSA (3.5 %) in L15. The supernatant was discarded
and the cell pellets were re-suspended in a defined culture medium consisting of Neurobasal
medium (Invitrogen) added with 2 % of B27 complement (Invitrogen), 2 mmol/L of L-

glutamine (PanBiotech), 2 % of PS solution, 10 ng/ mL of Brain-derived neurotrophic factor
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(BDNF, PanBiotech) and 1 ng/ mL of glial-derived neurotrophic factor (Pan Biotech). Viable
cells were counted in a Neubauer cytometer using the trypan blue exclusion test. The cells were
seeded at a density of 40,000 cells/well in 96 well-plates pre-coated with poly-L-lysine
(Corning Biocoat, Le Pont de Claix, France) or 225,000 cells/well in 24 well-plates (Greiner,
Courtaboeuf, France) coated with poly-L-lysine ([10 pg/mL, for 2 h], Sigma Aldrich) and
maintained in an air (95 %)-CO: (5 %) humidified incubator, at 37 °C. Half of the medium was
replaced every 2 days with fresh medium. The mesencephalic cell cultures were treated after 6
days of culture. The dopaminergic neurons were identified by immunostaining of TH. As
mentioned by Visanji and colleagues °, in our conditions, TH-expressing neurons represented
6 % to 8 % of neuronal population, although under these conditions, a residual population of

microglial cells remain, accounting for ~1 % of all cells.

Treatment of primary culture

The medium was removed and replaced with fresh medium containing or not, either 1-methyl-
4-phenyl-pyrididium (MPP*, at 2, 4, 8 and 16 umol/L), a metabolite of MPTP, 60HDA (at 5,
10, 20 and 30 pmol/L) or rotenone (0.1, 1, 10 and 20 nmol/L) (all from Sigma Aldrich) at
different concentrations, for different times of incubation (6 wells per condition). Here, these
three toxins were used to mimic in cell cultures in vitro cytopathic effects observed in the brains
of PD-suffering patients. They were dissolved in the defined culture media mentioned above.
Involvement of poly-ADP-ribose polymerase (PARP-1), a partner involved in necroptosis, was
assessed using AG14361 (Selleckchem, Houston, Texas, USA), a specific inhibitor of PARP-1

(1 pmol/L, added to the cultures 1 h before DA-toxins).
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Immunostaining
General procedure

After intoxication, the cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS; Panbiotech) and
fixed with a solution of 4 % paraformaldehyde (PFA; Sigma Aldrich) in PBS, pH 7.3, for
20 min at room temperature (RT). They were washed twice again in PBS, and were then
permeabilized and the non-specific sites blocked using a solution of PBS containing 0.1 % of
saponin (Sigma Aldrich) and 1% of FCS, for 15 min at RT. All primary antibody (Ab)
incubations were performed in PBS containing 1 % of FCS, 0.1 mg/mL of saponin, for 2 h, at
RT. The cells were then washed with PBS containing 1 % of FCS, 0.1 % of saponin, and
incubated with the appropriate secondary Ab (goat anti-mouse, labeled with Alexa 488 or goat
anti-rabbit, labeled with Alexa 568, Invitrogen), used at 5 pg/mL in PBS containing 1 % of FCS
and 0.1 % of saponin, for 1 hour at RT.. The different Ab, and detailed procedures used

throughout this study are listed in table 1.

Labeling TH-expressing neurons
TH-expressing (TH+) neurons, here, stand for “TH-immunoreactive neurons”. TH is involved
in the conversion of phenylalanine into DA. Survival of TH-expressing neurons was expressed
in terms of neuronal cell bodies labelled for this enzyme and was evaluated 24 hours and 48

hours after toxin application, unless otherwise mentioned.

Double labelling
Colocalization of markers susceptible to be linked to cytotoxic effects of neurotoxins was
detected by labeling cultures, already marked for TH, for one of the following molecules:
(a) Cytochrome-C (CytC) was detected using an anti-CytC rabbit polyclonal Ab, in order to

evaluate the effects of neurotoxins on the mitochondrial death pathway, (b) Caspase 3 was
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detected with anti-activated caspase 3 rabbit polyclonal Ab to evaluate the extent of apoptosis,
(c) Apoptosis Inducing Factor (AIF) was detected using an anti-AlF rabbit polyclonal Ab, (d)
LC3B was detected with a rabbit polyclonal anti-LC3B (e) a-synuclein was detected with a
rabbit polyclonal anti-asyn. For the quantitative studies of marker colocalization, only TH-

expressing neurons were taken into consideration.

Evaluation of ROS production

ROS production was evaluated by imaging, using the CellROX reagent (Thermo Fisher
Scientific branch, Illkirch, France) following the procedure described by the manufacturer.
CellROX reagent contains a probe that become fluorescence in contact of reactive oxygen

species.

Quantitative analyses of immunolabeled cultures with cell analyzer

The immunolabeled cultures were automatically examined with ImageXpress (Molecular
Devices, San Jose, CA, USA) equipped with a LED at 10x magnification. For each condition
(6 culture wells), 20 automatically selected fields per well (representing 80 % of the total
surface of the well) were automatically analyzed using MetaXpress software (Molecular
Devices) to determine the total number of TH-expressing neuronal cell bodies, the number of
neuronal cell bodies co-expressing TH along with Cyt-C or caspase 3, or the area of a-synuclein
in TH expressing neurons. In addition, the area of AIF1 in the nucleus and the area of the dot-
like LC3 signal in the cytoplasm of TH-expressing neurons were determined. The results were
expressed in terms of percentage of neurons displaying the character analyzed, as compared to
control conditions. Preliminary experiments have shown that secondary Abs never stained the
cultured cells. Therefore, the negative control, that is the threshold of negativity, was

determined by examination of cultures after immunostaining.
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Global evaluation of necrosis and apoptosis

Induction of necrosis and apoptosis were evaluated with ApoTox Glo assay kit (Promega,
Madison, WI, USA) according to the manufacturer’s recommendations. Briefly, the
degradation of a cell impermeant substrate, by proteases released from dead cells, was used as
proxy for necrosis levels. Similarly, apoptosis level was assessed with the presence of a

aminoluciferin, produced by the degradation of its precursor by caspase-3/7 activity.

ATP production
After neurotoxic treatment, ATP levels were quantified with Cell titer Glo assay kit (Promega)
according to the manufacturer’s recommendations. The assay is based on the recording of

luminescence generated by an ATP-dependent luciferase.

Hematein-eosin staining

Lewi bodies were observed using the hematein-eosin staining. After fixation, the cells were
incubated 3 min at RT with hematein (Sigma Aldrich). They were washed twice in water and
then washed twice again in ultra-pure water. The cells were incubated 5 min at room
temperature with eosin (Sigma-Aldrich). They were washed once in water and they were then

washed three times again in ultra-pure water.

Statistical analyses
In order to express the level of cytopathic effects, data were expressed in percentage of control
conditions (no intoxication or no a-syn = 100 %). All values were expressed as mean +/- SEM

(standard error of the mean) of 6 wells. Statistical analyses were done for the different

11



225  conditions studied, using ANOVA followed by Dunnett’s test when allowed, using GraphPad

226 Prism, version 7,04 (GraphPad software Inc, La Jolla, CA, USA).
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RESULTS

Effects of the DA-toxins on survival of TH-expressing neurons

In a preliminary study, effects of MPP*, 60HDA and rotenone, on survival of TH-expressing
neurons were assessed after 24 h and 48 h of intoxication. MPP* mainly acts as a mitochondrial
complex I inhibitor; it has been widely used to induce PD-like symptoms in animals. The neuron
toxin 60HDA has the longest history of use as a PD model and has been commonly used to
degenerate central catecholaminergic projections, including the nigrostriatal system 1°,
Rotenone, a natural pesticide, was proven to provoke death of dopaminergic neurons. After
being administered to animals, these toxins induce the production of LB-like inclusions in their
brains. LB mainly consists of aggregated a-syn. Here, these three toxins were used to mimic in
cell cultures in vitro cytopathic effects observed in the brains of PD-suffering patients.
Whichever type of death they underwent, it was considered that a decrease in number of soma
and disappearance of neurite network of TH-expressing neurons was a relevant expression of
their death (see recommendations of %),

As shown in Figure 1, 60HDA (Figure 1A) showed a lethal effect which slightly and
progressively increased between 10 pmol/L and 30 pmol/L. No major differences between the
results observed at 24 h and 48 h were observed except for the highest dose (30 pmol/L).

By contrast, the maximal toxic effect of MPP* evolved with time (Figure 1B); after 24 h of
treatment, only 20 % of TH-expressing neurons were Killed at the dose of 16 umol/L (the
maximal concentration tested) whereas after 48 h of treatment, this proportion reached 40 %.
Rotenone (Figure 1C), the most toxic component, already caused 40 % of TH-expressing
neurons to disappear at the lowest dose of 0.1 nmol/L and almost 100 % at 20 nmol/L, the
maximal dose tested, after 48 h of intoxication. Here again, no major difference was observed

between 24 h and 48 h. The lethal effect of rotenone sharply increased beyond 10 nmol/L.
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In addition to the survival of TH expressing neurons, we have assessed total cell viability, in
presence of the three DA-toxins (Figure 1 D-F). After 24 h of intoxication, no significant
decrease in cell viability was observed. Lower viability was however observed after 48 h of
intoxication with all DA-toxins, but this decrease was modest when compared to the toxicity
observed on TH-expressing neurons.

Altogether, although the three toxins are known to inhibit complex | of the mitochondrial
respiratory chain, their molecular targets in the complex or in the neuron are probably different
and cannot be limited to their sole mitochondrial effects. These observations prompted us to

determine which kind of death, apoptosis, necrosis or other mode they induced.

Evaluation of necrosis and apoptosis in a primary culture of mesencephalic cells, upon
intoxication with DA-toxins

We have first assessed the regulation of necrosis (assessed by loss of cell membrane integrity)
and apoptosis (assessed by caspase-3/7 activity) by the three toxins. As shown in Figure 2A
and 2B, 60HDA killed mesencephalic cells by inducing apoptosis and had no pro-necrotizing
effect. The apoptotic effect was dose-dependent and reached its maximum (about 250 %) after
a 24-h intoxication. Beyond this time, cell bodies of dead cells probably fragmented and
disappeared from the culture. Hence, the apparently paradoxical results observed after 48 h of
contact with 60HDA, where the percentage of apoptotic cells fell to about 160 %. By contrast,
MPP*killed mesencephalic cells by inducing a cell death independent on apoptosis and partially
dependent on necrosis.

This necrotic effect plateaued (240 %, 48 h of intoxication) at the concentration of 8 umol/L. It
sharply increased after 24 h of intoxication (Figure 2C). By contrast, MPP* did not massively
trigger apoptosis. The maximal induction of apoptosis (+ 70 % when compared to vehicle) was

observed after 48 h of intoxication with the highest dose of MPP* (Figure 2D). Other doses of
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MPP* triggered a limited induction of apoptosis, by 20 % to 30 %. Finally, rotenone exerted
both apoptotic and necrotizing effects (expressed as indicated above) in a dose-dependent
manner. Rotenone-induced necrosis was massive (290 %, 48 h of intoxication, 10 nmol/L) and
began rather early (8 h) (Figure 2E). The massive necrotic effect explained why at 20 nmol/L,
a lesser percentage of TH-expressing neurons was detected. A large proportion of necrotic
neurons had already disappeared from the culture at this late stage. Apoptotic effects began to
be significant after 24 h of intoxication and reached its maximum (about 240 %; 20 nmol/L)

after 48 h (Figure 2F).

Next, we sought to further delineate the regulation of programmed cell death and sought to
determine whether TH-expressing neurons showed an increased level of caspase3 and CytC
after 24 h of 60HDA (20 pmol/L), MPP* (4 umol/L) or rotenone (10 nmol/L) application.
These doses and time point were chosen as they were able to engage cell death mechanisms
without dramatic cell death. The role of CytC in apoptosis is well established (for review see
12) "Its translocation, from mitochondria to cytoplasm, activates caspases involved in apoptosis.
The number of caspase3-positive TH- expressing neurons was significantly increased upon
60HDA (+ 110%) or rotenone (+ 45%) application, while MPP* had no effect when compared
to the control (Figure 3A-B). These results are highly similar to those obtained by measuring
caspase-3/7 activity described above. The three toxins induced an increase in CytC levels, 24
hours after application (Figure 3C-D). This effect was an early event after MPP* and rotenone
application (observed after 8 h, data not shown).

Altogether, these results suggest 60HDA mainly elicits caspase-dependent apoptosis while
MPP* markedly triggers necrosis. Regarding rotenone, both investigated pathways were

strongly stimulated.
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Effects of the DA-toxins on AIF in TH-expressing neurons

AIF and PARP-1 are involved in the initiation of a caspase-independent pathways of
programmed cell death, namely necroptosis and/or parthanatos !. Parthanatos is usually
triggered by DNA damage due to alkylation or oxidative stress, which result in the release of
mitochondrial AIF by PARP1 and it translocation into the nucleus, where AIF acts as the key
actuators of this phenomenon and DNA fragmentation. AIF plays the role of a true “Janus”
molecule, since it is endowed with red-ox activity in the mitochondria and with an apoptotic-
like activity in the nucleus 2,

The presence of AIF in the nucleus of TH-expressing neurons was investigated after application
of the DA-toxins. The translocation of AIF into the nucleus was observed in TH-expressing
neurons cultured for 8 h with MPP*. A similar translocation was observed after an application
of 60HDA and rotenone but only after 24 h, suggesting that necroptosis is a source of toxicity
after an intoxication with these toxins (Figure 4A, B).

PARP-1 belongs to a family of nuclear enzymes, modulating DNA repair, transcriptional
regulation, chromatin modification and genomic stability through polyADP-ribosylation 4.
PARP-1 over-activation leads to progressive ATP-depletion, preventing energy-dependent
apoptosis 1°. PARP-1 activation promotes the cleavage of AIF and its translocation into the
nucleus.

To determine whether the AIF pathway significantly contributes to the loss of TH-expressing
neurons, we have investigated the toxicity of the three DA-toxins in presence of AG1436,1 an
inhibitor specific of PARP-1 (Figure 4C).

AG14361 abolished the injury induced by MPP™ (after 48 h application). In contrast, it did not

protect against toxic effects of 60HDA or rotenone.
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These results provide the experimental evidence that AIF/PARP1-dependent cell death pathway
is involved in the loss of nigral dopaminergic neurons caused by administration of MPP*, which

is in agreement with the literature?®,

Mitochondrial pathology in presence of the DA-toxins

Mitochondrial pathology will shortly translate into abnormal level of ATP and higher reactive
oxygen species (ROS) production. As these events are early, we have extended the duration of
the study, to include predominantly alive cells while under the toxic action of the drugs.
Among the three DA-toxins studied, only 60HDA and rotenone induced a strong depletion in
ATP production by mesencephalic cells (Figure 5A). Effects of rotenone appeared very early
(after 4 h of intoxication) and did not evolve with time. Depressive effects of 60HDA appeared
later (24 h). It is worthy to note that there seemed to be a correlation between induction of
necrosis and ATP depletion *°, including kinetics of appearance, ATP depletion being known
to trigger necrosis, although MPP™ did not have an impact on ATP.

ROS production was studied between 15 min and 24 h after toxin application. All toxins were
able to increase the number of TH-expressing neurons affected by an increase in ROS
production (Figure 5B-C). Notably, ROS production was increased shortly after MPP*
application (15 min) and remained high and constant through time. 60HDA and rotenone have
induced a detectable production of ROS, which started after 1 h of application and was

transient.

Effects of the DA-toxins on a-syn aggregation in TH-expressing neurons and possible release

of LB-like bodies
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Accumulation and aggregation of a-syn is a key hallmark of Parkinson’s disease. The three
DA-toxins induced an apparent aggregation (as shown by the specific detection of the
aggregated form of alpha-synuclein band by production of LB-like inclusions, Figure 6A) of
a-syn. After 48 h of application, 60HDA (20 umol/L) and MPP* (4 umol/L) significantly
increased area of total alpha-synuclein staining in dopaminergic neurons showing an
accumulation of a-syn (Figure 6B). Neuronal loss is rapid after 48h of a rotenone injury. For
this reason, the accumulation of a-syn was investigated 24h after the application of rotenone.
At this time point, a massive appearance of a-Syn was observed at 10 nmol/L. In the three cases,
an accumulation of a-syn were observed inside dopaminergic neurons.

The presence of a-Syn aggregates increases the burden of protein clearance systems such as
maroauthophagy'’. Macroautophagy is a mechanism implying autophagosomes, which engulf
misfolded proteins and injured cytosolic organelles such as mitochondria. During the
progression of autophagy, cytosolic LC3-1 is conjugated to phosphatidylethanolamine to form
LC3-II. LC3-1l is located in the inner and outer membranes of autophagosomes. Autolysosomes
are then formed by fusing autophagosomes with lysosomes in order to degrade their content.
We investigated the expression of LC3 in TH-expressing neurons after 24 h of exposure to the
DA-toxins by ICC, rather than WB, which is not cell specific. A specific program was applied
during automatic data analysis to select only LC3 positive dot-like vesicles, which were
considered as a surrogate marker for autolysosomes (Figure 6D). We observed a significant
increase of dot-like LC3 signal after the application of MPP*, 60HDA and rotenone. We
inferred that macroautophagy is stimulated in response to the intoxication and to the abnormal

accumulation of a-syn.
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DISCUSSION

For the first time, to the best of our knowledge, the mode of cell death induced by DA-toxins
(usually used as an inducer of PD in animals) on primary culture of mesencephalic
dopaminergic neurons was dissected and compared. As already shown in literature, we
observed that all these toxins were able (at different levels of intensity) to induce aggregation
of a-syn in dopaminergic neurons'®2°. Under our conditions, we also observed that many a-
syn aggregates were found outside the neurons in the culture. These aggregates looked like LB,
known to mainly consist of aggregated a-syn.

The three toxins used in this study were accepted to act on mitochondria and more specifically
on mitochondrial complex 1 (with different degrees of intensity). This does not exclude that
they act on other cellular targets. However, these three cytopathic effects oriented the discussion
of these results toward a link between induction of mitochondrial functioning impairment and
a-syn involvement in dopaminergic neuron death: production of ROS, CytC release, and ATP
depletion on the one hand, and extension of dopaminergic neuronal death on the other. We shall

therefore concentrate the discussion on mitochondrial effects of the three DA-toxins.

60HDA is known to inhibit both complexes I and IV in the mitochondrial respiratory chain.
Here we showed that 60HDA induced an early (4 h) oxidative stress associated with a large
release of CytC, and activation of caspase 3 leading to apoptotic cell death within the 24 h
following its application. Whatever the dose of toxin used, we only detected apoptosis. These
findings were in accordance with literature showing that 60HDA massively increased ROS
production in mitochondria and cytosol via auto-oxidation, within the first minutes following
its application?. 60HDA was imported faster in dopaminergic neurons thanks to DA

transporters?® and quickly auto-oxidized into the mitochondria. Twenty-four hours after
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60HDA application, intracellular and, unexpectedly, extracellular a-Syn aggregates were
observed in the culture, consistent with what had already been seen in 60HDA animal models?3,
Endoplasmic reticulum stress could play a role in 60HDA toxicity?®. Finally, Giordano and
colleagues® proved that 60HDA shares none of the characteristics of an inhibitor of direct or
indirect mitochondrial oxidative phosphorylation, which is in accordance with the oxidative
stress we observed after 60HDA application. Selegiline, indeed, protects neurons from
60HDA injuries by reducing the production of ROS, upregulating superoxide dismutase and
catalase, and suppressing non-enzymatic, iron-catalyzed auto-oxidation of DA??%(see Figure
7). Altogether, these data are in favor of an early oxidative stress leading to neuronal death by

apoptosis.

Rotenone is a widely used chemical inducer of PD-like symptoms in animals?’; it is said to be
an inhibitor of complex | of the mitochondrial respiratory chain?®. Rotenone-induced PD
replicates many features of sporadic PD including a-syn production and aggregation. We
showed that rotenone exerted a massive toxic effect on TH-expressing neurons, dependent on
dose and time of application. It induced an important necrosis of neurons, especially at the
highest concentrations, whereas at low concentrations it only triggered apoptosis. It induced a
decrease in ATP pools, and a large CytC release (after 8 h of treatment). This is in accordance
with what was previously shown by Pei and colleagues?® on primary cortical neurons: rotenone,
indeed, was proven to induce activation of the permeability transition pore, mitochondrial
swelling, decrease in mitochondria-driven ATP levels, and induced caspase-3 independent cell
death. We observed that treatment with rotenone (10 nmol/L) induced formation of a-syn
inclusions, reminiscent of LB, in TH-expressing neurons. Only at low doses, large inclusions
of a-syn were seen in their cytosol; at the highest doses (probably linked to occurrence of

necrosis) a-Syn aggregates were observed outside of TH-expressing neurons.
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Rotenone (between 0.1 and 1 nmol/L) induced a large microtubule destabilization in TH-
expressing neurons, that could disrupt vesicular transport along microtubule and cause the
accumulation of DA vesicles in the soma?®. This probably leads to the oxidative stress due to
DA oxidation in the cytosol, and possibly to protein oxidation as shown by release of CytC
(within 8 h) from mitochondria and triggering of the apoptotic cascade. An effect of rotenone
on the mitochondrial complex 1 was suspected® although proved that in absence of complex
I, dopaminergic neurons were still sensitive to rotenone. For the highest concentration (above
1 nmol/L), apoptosis was moderate and the cell death seemed to largely involve necrosis. ATP
is indispensable for the formation of apoptosome complex and subsequent activation of the
caspase cascade®l. Rotenone quickly depleted (by 35 %) ATP level in mesencephalic cells; this
could explain the lack of activation of caspase 3. Kang and colleagues®? showed indeed that
rotenone at high doses (10 nmol/L) induced a dysregulation of apoptosis via the depletion of
ATP that blocked the formation of an adequate apoptosome complex and then induced a

caspase-independent necrotic phenomenon after mitochondrial release of CytC.

MPP* is actively transported inside dopaminergic neurons via DA transporters; it would block
complex | of the respiratory chain, although, here again, Choi and colleagues®® showed that the
complex | was not required for the toxicity of this toxin to be expressed. In fact, no apoptosis
or oxidative stress occurred after MPP* application. Contrary to rotenone, MPP™ did not induce
ATP depletion within the first 24 h. By contrast, 24 h after application of MPP*, a non-
negligible release of CytC was observed. Additionally, while probably inhibiting the respiratory
chain as rotenone, MPP* did not induce similar neurotoxicity. Some authors have suggested
that it could act as a cation and thus impair the mitochondrial respiratory chain®. We also
observed a large increase in mitochondrial AIF leakage. AlF is required for the maintenance of

the mitochondrial respiratory complex I. This increase was followed by a significant increase
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in LC3 (a marker of autophagy) after application of MPP". In parallel, aggregation of a-Syn was
observed inside the neurons. This finding may support the role of the autophagy at the early
stage of MPP* toxicity, to remove the protein aggregates®®. The PARP-1 pathway was also
involved in the degenerative process; the release of AIF following the PARP-1 activation is
significant of a necroptotic cell death process. Altogether, these results suggest that at early
stages, MPP™ induced autophagy, creating an overwhelming amount of aggregated protein

which the cell was unable to remove and the neuron therefore died via necroptosis.

Altogether, our results suggest that oxidative stress induced TH-expressing neuron death as
well as production of aggregates of a-syn. These aggregates were localized inside and outside
the neurons. Extracellular a-syn could activate the microglial cells. The uncontrolled activation
of microglia may directly affect neurons by releasing various inflammatory mediators*. In turn,
they could induce oxidative stress, generating new aggregates in unaffected neurons,
contributing to the development of neurodegenerative processes. Alteration of mitochondrial
electrical functions without major oxidative stress (such as that done by MPP* acting as a cation
and inducing depolarization) induced autophagy. Depolarization of mitochondria, PINK1 and
parkin modulate transport of damaged mitochondria to the perinuclear region for autophagy®°.
This pathway metabolizes misfolded or aggregated proteins. Indeed, correct autophagy-
lysosomal activities seem to be essential to prevent neurodegenerative diseases by removing
damaged or dysfunctional proteins and organelles?®. When the system is overloaded then
necroptosis and cell death would occur.

In conclusion, we unraveled in more detail the mode of action of three toxins (traditionally used
in vitro and in vivo to mimic either cytopathological or clinical features of PD) on primary
dopaminergic neurons in culture. We identified the different processes of death induced by DA-

toxins in dopaminergic neurons in primary culture. It seemed that any mitochondrial
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disturbances induced aggregation of a-syn protein. The intracellular aggregates contribute to
the cell death. They could also be found outside of the cells as a-syn aggregates or LB-like
structures which could activate microglia and then TNFa release. This inflammation could in
turn induce the death of TH-expressing neurons. Such a vicious circle could explain the
propagation of the TH neuronal death occurring in PD; a-syn would act in two ways, directly
on mitochondria, when intracellular, and on microglia, via inflammatory cytokines, when
extracellular.

Finally, these results merit two comments. The first pertains to the choice of DA-toxin
for studying putative antiparkinsonian drugs. One model could prove the efficacy of a new
chemical compound and another not. The second is the question of the role of DA in induction
of the disease. An excess of this mediator, known to be an oxidant molecule, in the TH-
expressing neurons, could be one of the factors triggering the disease, although causes other

than oxidative stress could also be involved.
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Figure legend

Figure 1. Effect of the different doses of DA-toxins on TH-expressing neurons and cell viability. Survival
of TH expressing neurons after application of 60HDA (A), MPP* (B) and Rotenone (C) was studied after
24 hours and 48 hours. Cell viability in a total mesencephalic culture after application of 60HDA (D),
MPP* (E) and rotenone (F) 100% = 61.2 +/- 1. All values were expressed as mean +/- SEM; n=6/group;

* p<0,05 with One-way ANOVA followed by Dunnett’s test.

Figure 2. Effect of the different doses of DA-toxins on necrosis and apoptosis. Cell deaths in a total
mesencephalic culture induced by 60HDA (A, B), MPP* (C, D) or rotenone (E, F) is shown. 100%
corresponds to the mean intensity of luminescence or fluorescence in the vehicle condition. All values
were expressed as mean +/- SEM; n=6/group; *, p<0,05 with One-way ANOVA followed by Dunnett’s

test.

Figure 3. Caspase 3 and cytochrome C in dopaminergic neurons upon DA-toxins application. (A)
Quantification of mesencephalic neurons positive for TH and caspase 3 staining. (B) Representative
pictures of TH neurons, negative (left panel) and positive (right panel) for cleaved caspase 3. (C)
Quantification of mesencephalic neurons positive for TH and cytochrome C staining. (D)
Representative pictures of TH neurons, negative (left panel) and positive (right panel) for cytochrome
C. 100% is equivalent to 8 +/- 0,4 neurons (A) or to 5 +/- 0,4 neurons (C). All values were expressed as

mean +/- SEM; n=6/group; *, p<0,05 with One-way ANOVA followed by Dunnett’s test.

Figure 4. Effect of the DA-toxins on necroptosis pathway. (A and B) AIF staining in TH expressing
neurons and representative pictures. (B). Survival of TH expressing neurons upon intoxication and
treatment with AG14361 (1umol/L), an inhibitor of PARP1. 100% = 9 +/- 0.6 neurons (AIF and TH
neurons). 100% = 15 +/- 0.6 neurons (TH neurons). All values were expressed as mean +/- SEM;

n=6/group; *, p<0,05 with One-way ANOVA followed by Dunnett’s test.
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Figure 5. Mitochondrial pathology after DA-toxins application. Level of ATP (A) and oxidative stress (B-
C) were determined at different time points. Representative pictures are showing TH expressing
neurons with low level of ROS (left panel) or high level of ROS (right panel). 100% corresponds at the
mean intensity of luminescence in the vehicle condition (ATP) or at 5 +/- 1 neurons (ROS). All values
were expressed as mean +/- SEM; n=6/group; *, p<0,05 with One-way ANOVA followed by Dunnett’s

test.

Figure 6. Alpha-synucleinopathy in dopaminergic neurons after exposure to 60HDA, MPP* or
rotenone. (A). Upper panel: Representative picture of aggregated a-syn (in green) inside TH-expressing
neurons (in red) (white arrows) after double-immunofluorescence microscopy, obtained with an
antibody anti-aggregated a-syn (scale bar 100 um). Lower panel: Representative picture of phase
contrast microscopy reveals intracellular Lewy body-like structures (scale bar 100 um). (B, C).
Representative picture of a-syn, obtained with an antibody anti-sssssssssssssssa-syn and the area of
a-syn staining overlapping with TH staining, corrected by the number of TH neurons, after an injury
with 60HDA (48 h), MPP+ (48 h) or rotenone (24 h). 100% is equivalent to 7,1 +/- 0,38 neurons. (D).
Representative pictures of LC3 staining (red) in TH expressing neurons (green) and the segmentation
resulting from data processing (white). Arrow: TH neurons; star: non TH neuron showing LC3 staining.
Data processing removed background signal to consider only dot structures in TH expressing neurons.
(E). LC3 staining in dopaminergic neurons in presence of the toxins. 100% is equivalent to 1.7 +/- 0,2
neurons. All values were expressed as mean +/- SEM; n=6/group; *, p<0,05 with One-way ANOVA

followed by Dunnett’s test.
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624  Table 1. List of Ab used in the present study

625
Antibody Characteristics Fixation Dilution Provider Reference
Apoptosis inducing factor (AIF) Polyclonal, rabbit PFA 1/50 Santa cruz biotechnology SC5586
aggregated alpha-synuclein (a-syn) Monoclonal, mouse PFA 1/200 BioLegend BLE847801
alpha-synuclein (a-syn) Polyclonal, rabbit PFA 1/200 Cell signaling 2642S
Caspase 3 Polyclonal, rabbit PFA 1/500 Sigma Aldrich C8487
Cytochrome C (CytC) Polyclonal, rabbit PFA 1/100 Abcam ab90529
LC3B Polyclonal, rabbit PFA 1/25 Cell signaling 4108S
Tyrosine hydroxylase (TH) Monoclonal, Mouse PFA 1/10 000 Sigma Aldrich T1299
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RESUME

Les maladies neurodégénératives touchent plus de 33 millions de personnes dans le monde.
Elles sont caractérisées par la dégénérescence progressive des neurones et un dysfonctionnement
dans le cerveau et/ou la moélle épiniére.

Leurs mécanismes (perte des cellules neuronales, axonopathie, perte synaptique,
inflammation, dysfonction immunitaire...) ont une incidence sur les fonctions moteurs et cognitives
et peuvent générer une dépendance croissante des malades. Le traitement de la plupart des
maladies neurodégénératives reste a I'heure actuelle essentiellement symptomatique ; s'il permet
d'améliorer la qualité de vie des patients, il est le plus souvent sans effet sur I'évolution de la
maladie.

L'ensemble de nos résultats a permis de mettre en évidence des mécanismes
physiopathologiques inédits de la maladie d’Alzheimer et la sclérose latérale amyotrophique, et
d’imaginer de nouvelles pistes thérapeutiques.

Nous avons étudié les effets toxiques des ABO, sur un modele in vitro de neurones primaires
ainsi que sur un modele de coculture nerf muscle reproduisant des jonctions neuromusculaires, en
nous concentrant sur leur cinétique de développement, puis sur leur mécanismes moléculaires et
cellulaires. Nous avons pu avancer I’hypothése d’un lien de causalité étroit entre le glutamate et les
ABO aussi bien dans la maladie d’Alzheimer que dans la sclérose latérale amyotrophique.

Il a été mis en évidence que des modeles de culture cellulaire permettaient de répondre a
des questions ciblées, dans la mesure ou ils reproduisent certains phénomeénes neuropathologiques
observés chez les malades.

Mots clés : AB, glutamate, neurones, JNM, Alzheimer, SLA.

ABSTRACT

Neurodegenerative diseases affect more than 33 million people in the world. They are
characterized by the progressive degeneration of neurons and a dysfunction i of the brain and/or
the spinal cord.

Their mechanisms (loss of the neuronal cells, axonopathy, synaptic loss, inflammation,
immunizing dysfunction...) have an impact on the motor and cognitive functions and can generate an
increasing dependence of the patient. The treatment of most of the neurodegenerative diseases
remains at the moment essentially symptomatic. Many treatments improve the quality of life of the
patients, but most of them remain ineffective on the evolution of the disease.

The results allowed us to reveal some unprecedented facts about physiopathological
mechanisms of Alzheimer's disease and amyotrophic lateral sclerosis, and to imagine new
therapeutic targets.

We studied the toxic effects of the ABO on an in vitro model of primary neurons as well as on
a model of coculture nerve muscle reproducing neuromuscular junctions, by concentrating on their
kinetics development, then on their molecular and cellular mechanisms. We were able to move
forward the hypothesis of a link of causality between the glutamate and the ABO in the Alzheimer's
disease as well as in amyotrophic lateral sclerosis.

Using the models of cell cultures and observing how they reproduce, we were able to answer
some of the targeted questions concerning some of the neuropathological phenomena observed in
the patients.

Keywords : AB, glutamate, neurons, NMJ, Alzheimer, ALS.
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