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Résume

L'accumulation neuronale de protéines tau hyperphosphorylées et agrégees (« pathologie
tau ») est corrélée au déclin cognitif dans la maladie d'Alzheimer. Les mécanismes liant tau a
la perte de mémoire demeurent néanmoins mal connus. Différentes données épidémiologiques
et expérimentales suggérent que la consommation réguliere de caféine réduit le risque de
développer la maladie d'Alzheimer ainsi que les lésions et déficits cognitifs associés. Les
effets protecteurs de la caféine ont été attribués au blocage des récepteurs a l'adénosine Aza
(A2aRs), qui sont retrouvés augmentés dans le cerveau des patients atteints de la maladie
d'Alzheimer, en corrélation avec le développement de la pathologie tau et des déficits
cognitifs. Ces observations suggérent ainsi un lien entre la dysrégulation cérébrale des
récepteurs Aza, le développement de la pathologie tau et des déficits de mémoire dans la
maladie d'Alzheimer. De maniére intéressante, les récepteurs Aza sont dérégulés a la fois au
niveau neuronal mais aussi au sein des astrocytes, sans que l’impact respectif de ces
changements sur 1’évolution pathologique de la MA ne soit connu. Dans ce contexte, 1’objet
de ce travail de thése est d'explorer la relation entre la dysrégulation des A2aRs, la pathologie
tau et les troubles synaptiques/cognitifs associés, en reproduisant les dysrégulations neuronale
et astrocytaire du récepteur dans un nouveau modele transgénique de la maladie d'Alzheimer.

Nous avons développé un modele conditionnel (Tet-Off) permettant la surexpression du
A2aR dans les neurones CaMKII* ou dans les astrocytes GFAP*. Ce modéle a été croisé avec
la lignée de souris THY-Tau22, qui développe progressivement une pathologie tau
hippocampique associée a un déclin des fonctions mnésiques ainsi qu’a un développement de
processus neuroinflammatoires et une perte synaptique. Dans les différents groupes
experimentaux, nous avons notamment évalué les conséquences de la surexpression neuronale
ou astrocytaire des récepteurs sur le développement de la pathologie tau et les altérations
fonctionnelles associees (apprentissage et mémoire). Ces travaux chez la souris
s’accompagnent également d’investigations post-mortem chez des patients atteints de
dégenérescences lobaires fronto-temporales présentant des agrégats de tau (FTLD-tau).

Nos travaux démontrent d’une part une augmentation neuronale du récepteur A2aR dans le
cortex temporal de patients atteints de FTLD-tau avec mutation du géne MAPT P301L, une
tauopathie pure. D’autre part, la surexpression neuronale du A2aR chez les souris THY-
Tau22, mimant les modifications observées chez les patients, conduit a une augmentation
hippocampique de [I'hyperphosphorylation de tau, associée a une perte des synapses
glutamatergiques, en lien avec la production microgliale de protéines du complément Clq,
conduisant a une aggravation des troubles de la mémoire. Parallelement, nous montrons que la
surexpression astrocytaire du A2aR exacerbe les altérations de mémoire spatiale des souris
THY-Tau22, en lien avec une augmentation de la phosphorylation et de I'agrégation de tau
ainsi que des processus neuroinflammatoires hippocampiques associés.

L’ensemble de ces données suggerent que la dysrégulation des A2aRs retrouvée chez les
patients atteints de la maladie d'Alzheimer mais aussi de FTLD-tau contribue au
développement des troubles cognitifs, en favorisant 1’émergence de la pathologie Tau ainsi
que les pertes synaptiques associées, via des changements déléteres de la communication
neuro-gliale. Ces données suggerent ainsi que le blocage des récepteurs adenosinergiques Aza
est une option thérapeutique a envisager plus avant dans le contexte des tauopathies.
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Abstract

Neuronal accumulation of hyperphosphorylated and aggregated tau proteins (referred to as
“tau pathology”) is correlated with cognitive decline in Alzheimer’s disease (AD) but the
mechanisms underlying tau-induced memory deficits remain unclear. Epidemiological and
experimental studies pointed out that chronic caffeine consumption reduces AD risk,
associated lesions as well as related cognitive deficits. These protective effects were ascribed
to the blockade of adenosine Axa receptors (A2aRs), which have been found upregulated in
AD patient’s brains in correlation with tau pathology development and cognitive deficits.
These observations suggest a link between AzaR dysregulation, tau pathology development
and memory loss in AD. Interestingly, both neuronal and astroglial A2aR appear to be
dysregulated in AD, but the specific impact of each cell-specific change on AD progression
remain unknown. In this context, the goal of this PhD work is to get insights towards the
relationship between AoaR dysregulation, tau pathology development and associated
synaptic/cognitive deficits, by inducing neuronal or astrocytic A2aR upsurge in a new
transgenic mouse model of AD.

To address this question, we have developed a new conditional model (Tet-Off) allowing
the A2aR overexpression in CaMKII-positive neurons or GFAP-positive astrocytes. This
model was crossed with THY-Tau22 mice, which progressively develops a hippocampal Tau
pathology associated with memory decline, associated with neuroinflammatory processes and
synaptic loss. In the different experimental groups, we have evaluated the consequences of
neuronal or astrocytic upsurge of the A2aRs towards tau pathology and functional
impairments (learning and memory). In addition, we also investigated post-mortem tissue of
patients with frontotemporal lobar degeneration with tau aggregates (FTLD-tau).

First, we show a neuronal upsurge of A2aR in the temporal cortex of FTDL-tau patients
with MAPT P301L mutation, a pure tauopathy. The neuronal upregulation of A2aR in THY-
Tau22 mice, modelizing these pathological changes, led to an hippocampal increase of tau
hyperphosphorylation, associated with glutamatergic synapse loss, linked to the accumulation
of the microglial complement protein Clg, leading to the worsening of spatial memory
impairments. Additionally, we found that astrocytic A2aR overexpression worsened spatial
memory impairments of THY-Tau22 mice. These effects were associated with an increased
Tau phosphorylation together with the upregulation of hippocampal neuroinflammatory
processes.

Altogether, these data suggest that A2aR dysregulation seen in the brain of AD and FTLD-
tau patients contributes to the development of Tau-induced cognitive impairments by
increasing tau pathology and associated synaptic loss through detrimental neuro-immune
changes. These data suggest that the blockade of adenosinergic Aza receptors is a therapeutic
option to consider in the context of tauopathies.
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Abreéviations

A : adénine

A1R : récepteur A,

AzaR : récepteur Aza

AzeR : récepteur Az

AsR : récepteur Az

AAV : virus adéno-associé

AC : adénylate cyclase

Ach : acétylcholine

ACOA : acétylcoenzyme A

ADA : adenosine déaminase

ADAMI10 : A Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10
ADK : adenosine kinase

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN: acide ribonucléique

AICD : amyloid precursor protein intracellular domain
AMP, ADP, ATP : adénosine mono-, di-, triphosphate
AMPAR : récepteur a I’a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate
AMPc : adenosine monophosphate cyclique

AMPK : AMP-activated protein kinase

APP : précurseur du peptide amyloide

ASC : apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
AP : peptide amyloide 3

BDNF : brain-derived neurotrophic factor

C : cytosine

Ca?" : calcium

CaMKI1 : protéine kinase Ca**/calmoduline-dépendante
CB1R : récepteur cannabinoide 1

CBD : dégénération corticobasale

CdkS5 : cyclin-dependent kinase

CK1, 2 : caséine kinase 1, 2

CI: chlorure

CNT2, 3 : concentrative nucleoside transporter

CoA : coenzyme A

CREB : cAMP response element-binding protein

cryoEM : cryo-electron microscopy

C-ter : C-terminale ou COOH

Cx : connexine

D1R, D2R : récepteur dopaminergique 1, 2

DAG : diacylglycérol

DAMP : damage- ou danger-associated molecular patterns
DNF : dégénérescence neurofibrillaire

DYRKI1A : dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinase 1A
EAE : encéphalomyélite allergique expérimentale
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E-LTP, E-LTD : early long-term potentiation, early long-term depression

ENTL, 2, 3, 4 : equilibrative nucleoside transporter 1, 2, 3, 4

ENTDP1 (ou CD39) : ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1

FTLD-tau : dégénérescence lobaire frontotemporale avec agrégats de tau

G : guanine

GABA : acide y-aminobutyrique

GAP : jonctions communicantes

GFAP : protéine acide fibrillaire gliale ou Glial fibrillary acidic protein

GLAST (ou EAAT1) : sodium-dependent glutamate/aspartate transporter 1 (excitotoxic
Amino Acid Transporter 1)

GLT-1 (ou EAAT?2) : glial high affinity glutamate transporter (excitotoxic Amino Acid
Transporter 2)

GPe : globus pallidus externe

GPi : globus pallidus interne

GSK3p : glycogen synthase kinase 3 S

HGPRT : hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase

IP3 : Inositol trisphosphate

K* : potassium

KPI : Kunitz protease inhibitor

L-LTP, L-LTD : late long-term potentiation, late long-term depression

LPS : lipopolysaccharide bactérien

LTD : late long-term depression

LTP : long-term potentiation

MAPK : mitogen-activated protein kinases

MAPT : microtubule-associated protein tau

MARK : MAP/microtubule affinity-regulating kinases

Mg?* : magnésium

MGIURS : récepteur métabotropique au glutamate 5

MO : oligodendrocyte myélinisant

Na* : sodium

NADH : nicotinamide adénine dinucléotide sous forme réduite

NF-KB : nuclear factor-kappa B

NLRP3 : NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3

NMDAR : récepteur au N-méthyl-D-aspartate

NO : monoxide d’azote

NR2B : N-methyl D-aspartate receptor subtype 2B

NT5E (ou CD73) : Ecto-5'-Nucleotidase

N-ter : N-terminal ou NH2

OPC : cellules précurseurs d’oligodendrocytes

P2X, Y : récepteurs purinergiques 2X, 2Y

PAMP : pathogen-associated molecular patterns

Panx1 : pannexine 1

PART : primary age-related tauopathy

PD : phosphodiestérase

PDK : proline directed kinase

PHF : filaments appariés en hélices ou paired helical filaments

Pick : maladie de Pick

PIP2 : Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
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PKA : protéine kinase A

PKC : protéine kinase C

PNP : Purine nucléoside phosphorylase

PP1, 2A : protéine phosphatases sérine/thréonine de type 1, 2A
PRR : pattern recognition receptor

PSP : paralysie supranucléaire progressive
PYCARD : PYD And CARD Domain Containing
RCPG : récepteur couple aux protéines G

ROS : espece réactive de I’oxygéne

SAH : S-adénosyl-L-homocystéine

SAHH : S-adénosyl-L-homocystéine hydrolase
SAM : S-adénosyl-L-méthionine

SHMT : S-adénosyl methyl transférase

SNC : systéme nerveux central

SNc : substance noire pars compacta

SNr : substance noire pars reticula

T : thymine

U : uracile

UMP, UDP, UTP : uridine mono-, di-, triphosphates
vg : vector genome

15



16



SOMMAIRE

LISTE DES FIGURES ..ottt sttt st sttt st b e s bt s st esnb e e s beennb e e s nbeennbee s 22
LISTE DES TABLEAUX ...ttt st ettt ettt e bbb e e sab e e sbb e e nbb e e s baeenibe e 24
INTRODUGCTION L.ttt sttt ettt e et et e e ekt e e ke e et e e ke e e be e e bee e beeenbeeenbeeenbee et 25
PREAMBULE : LES ORIGINES DE LA VIE SUR TERRE ......ccciititiiiitireeiitieeeesieeeessieeeessnseeesssteeesssneeessnnessssnsnnesnns 25
CHAPITRE | : LE SYSTEME PURINERGIQUE.......ccittiiiiittiieeitieeeeettee e e ettt eesetteeeesttaeeeentaeeessateeaesabaeeeensaeessnrenas 26
1. Les purines : dEfinition €t SLIUCLUIE ...........c..eevueieiiieiiieie ettt ettt 26

1.1. DECOUVEITE IS PUINES..eeuteiiieeetieiteesteesteeeteesseessteasseeeseesseeeseassseaseessseasseeasseasseessseessseenseessseesseessseessessnses 26

1.2. Structure et classification S PUINES.......c.uiiiiiiiiiiiee ettt et e st e e be e e s ate e e e tb e e e sbaeeebteeeennaeas 26

1.3. Nucléosides et NUCIEOtIAES PUINEIGIGUES .....overueiriiriieierieeieeteeie sttt sttt sttt sbe e saean 27

2. L’QAEN0SING EF SES UBIIVES ...ttt sttt ettt 29

2.1. Concentrations de I'adénosine et ses dérivés a I'échelle cellulaire........coveveeiineeniinieneneseeeee e 29

2.2, ProdUCHION 0@ IATP ...ttt ettt ettt ettt ettt s e st ee st esae e e bt e sabe e beesaseeaneeesteessnesaneennneenseenanennne 29

2.3. Production de I"ad@nOSiNe. ......c.cecueriieiiiiieieieeeeee sttt 30

2.4, TransPOrt de 'a0BN0OSINE . ...cc.iiuiiieriieiiettete sttt ettt sttt et sae et e sbe et e s bt e sbesaeenbesaeebesaeenbenas 32

2.5. DEgradation de I'ad@NOSINE .......ccuereiiiirieie ittt sttt sttt sttt et st she et st b e sae e besae e beeas 33

3. La SignaliSAtion PUIINEIGIQUE ..........cc..eerueeeeeeniiieiee ettt e et e et e st e st e sseesaeesneenas 33

3.1. Les purines comme molécules de signaliSatioN ...........cccciieiiiiiiiiiiee ettt ere e e ra e e e saree e 33

3.2. Mise en évidence de la signalisation des PUINES........ccccuiiiiiiiii i ittt e saa e e e sareeeeaens 34

3.3. Découverte des réCePLEUr PUINEIGIQUES .......cervirterterieertesitetesteestesteestesseessesueestesseessesssessesseensesasensesseensensns 35

3.4. Les récepteur P2 sensibles aUX NUCIEOTIAES ......cc.vevueerieerieeiiesieeieeeieeseesee et e steesae e eteesaeeesseesseeenseesaneenne 36

3.4.1. Les récepteurs i0NOTrOPIGUES P2X.....cciiiiierieeieesiteeieeseeeteeseeesteesaeeesseesaeeesseeeseesseeeseesaseenseesnaeessensn 37

3.4.2. Les récepteurs MEtabotropiqUES P2Y .....ccciiiiiiiiiiiiieeiiieesieeesteessie e siaee e st e e ssstaesssabeeesabeeesnnsnessnnns 38

3.5. Les récepteurs P1 sensibles aUX NUCIEOSIAES.........cccuveiiierireieerie ettt et eseae e sneeenaeesane e 39

3.5.1. Les récepteur adénosinergique A1 (A1R) cueoeeeeeiieeieee ettt 39

3.5.2. Récepteur adénosinergique Ao (A2aR) .eovieciicceeiie ettt s re e e e ere e s e e et e e s e e re e s aeeraeas 40

3.5.3. Récepteur adénosinergique Azp (A2BR) . .. ueriiereerie et ereeste et e st see et eeteesreeeteesaaeenaeeseeeneeean 41

3.5.4. Récepteur adénosinergique Az (AzR) .....eoei et 42
CHAPITRE Il : ROLE DE L’ADENOSINE DANS LE CERVEAU........ociiiiiiiiiiieie st s 44
1. Expression au niveau central des récepteurs a I'd@n0oSine ...............cccoueeeccveeeesieeeesiieieesiiieeeeiiieeaens 44

2. Récepteurs adenoSiNergiqUES €1 NEUIONES. ............cccueeeeceeeeeeieeeeessieeesisreeeeissaessisessesssesesssssasesssseaas 46

2.1. PrinCipales fONCLIONS dBS NEUIONES ........ceviieiiieeieereesieeetee et estte e e e sae et eseeesseesaseesseeenseesnseeseesneeensensnseenes 46

2.2. L2 PlaStiCIte SYNAPTIGUE ...vveeeeiiie ettt ciiee ettt ettt e et e e s et e et e e e s eab e e e sabaeeesteeesabaeeessbaeesssaeeassseeesassaesnsseeennnns 46

2.3. Modulation de I'excitabilité neuronale par les récepteurs a 'adénosine ..........cccocveeeviiieniiiieiniieeesiieesnne 48

3. Récepteurs adénosinergiques et cellules Gliales ...............cuumuueeeeeciieeeeeiieecieee e eesia e 49

I B T o] [ 7o Yo [=T g Yo [ TV =SSP PRUSPPURPNS 50

R W= 1 o o o)V =L PP PSRRI 50

3.3, LeS CElIUIES MICTOZIAIES. .. .viiiiiiieeiiiee ettt e e e e e st a e e e bt e e e sbbeeesabaeeestaeeassbeeesabaeesnssaeennsns 52

3.4. Modulation des fonctions gliales par les récepteurs a 'adénosine..........ccvvevieeiriiiieeiiiee e 53

17



4. AdEN0oSine €t SYNAPSE LrIPAITITE ....ccc...eeeeeeeeieeeeeeeeee ettt e e e ettt e e e e e e sttt a e e e e e s essasaaaaeeessssssnens 55

4.1, EN CONAITION DASAIE ..t r e nne e 55
4.2. Lors d’une stimulation SYNAPTIGQUE ....ccocuiiiiiiiieciiiec ettt tee e e e e eabe e e s baee e s taeeesabeeessaeessnsaeeans 56
4.3. Lors d'un eXces de SHIMUIAtION ...ccuieiiiiiiieiiicrte e 58

5. Fonctions physiologiques et pathologiques de I’'adénosine ...............c.ccccuveeecveeeeccieeeeeciieeecieeeeeveenn 60
5.1, SOMMEIT €1 INSOMNIE c..eiuiiiiiiiiiiiiestteee ettt st b e bbbt bbbt e sbeesbesas 60
5.2. Barriere hémato-encéphalique et SCIErose N PlagUES........c.eeveeecieerieecie st ee et see e see e e sne e 60
5.3. ToNUS adénOoSIiNErgiqUE Bt EPIlEPSIE ....uviiiiiiieeiiiee ettt ettt e st e e e e e e s ba e e s sataeeeabeeesbaeesasrneeannns 61
5.1. Régulation motrice et maladies NEUrOdEZENEratiVES ........ccccueieiiiiiiiiiiieeiiiee et esre e e e e ebee e e saee e 62
5.1.1. Les anglioNs de 1 DASE ....ceeuuiiiiiiiieiiee ettt e e e s b a e e e ateeeeane 62

5.1.2. La maladie de HUNTINGTON ......vviiiiiiieiiiec ettt ettt e e e et e e e av e e e sba e e s satee e saveeesabaeeeneneannnns 64

5.1.3. La maladie de ParkinSON ..ottt 66
CHAPITRE 11 : MALADIE D’ ALZHEIMER & TAUOPATHIES .....oiiiiiiiiiiiieie s 68
1. La MAIAAIE A'AIZRCIMET ...ttt ettt ettt 68
IO I o 1T 1= o 1T o =4 = OO OO OO P TSR OURROPRT 68
1.2, LeS IESIONS CAraCtBIISTIGUES ...eveeiirieierieeieeie et sttt ste et sttt sttt s bt et e s bt et s bt et e sbe et e sbeebesbeentesaeenbesbeeneennean 68

2. Le peptide amyloide AB et la pathologie amyloide..................ccccovveeeceiinieniiiiieeieeeeeee e 69
2.1. Géne et structure du précurseur du peptide amyloide (APP) ........coociieeiiieecciee e e 69
2.2. Fonctions physiologiques du précurseur du peptide amyloide (APP) .....cccuvieeiieeeiiiie et 70
2.3. Clivage du précurseur du peptide amyloide (APP) .......cooiriiiereenireeie ettt sttt 71
2.4. ROle pathologique du PEPLIAE AR.....cco ittt ettt e e e tee e et e e e tbe e e sbaee e ataeessseeesabaeesasraeeannns 73

3. La protéine tau et 10 PAtROIOGIE tOU .........ccc.eevueeeiieiniiieiieeeee ettt 74
3.1. GENE €T STIUCTUNE 0B TAU ..veeuiiiiiiertieieeie ettt sttt sb e st s b et s b et s bt besae e e e smeenbesas 74
3.2. Modifications post traductioNNElles A& TaU ......cc.eevuieriiiirireiesie ettt e e e saeeenreesaneenee 74
3.3. Processus d'agrégation dE AU ......c..eciciiiiiiiieeiiie e cee ettt e st e st e e s sitr e e e abe e e s bt e e s sntaeeeabeeesbaeesantaeeanene 76
3.4. Fonctions phySiolOZIQUES B TaU ..eevueieiieeiiieiieeieeiee sttt et te e s e st e e saaeeste e saaeeseesseeenseesnseenee 77
3.5. FONCtioNs PatholOZIQUES 0B LU ....eevuiieieiiiieiie ettt ste et e s te e st e st e e s aeeerteesaeeeseenseeenseesaneenee 78
3.6. Liens entre la protéine tau et le peptide amyloide AP .......ooceirieriieniieeeec e 80
3.7. La famille des taUOPAtNIES. ....cc.uii ettt st et e s te e st e st e s e e e te e saae e neenneeereesaneenne 81

4. LA NQUIO-INFIGMMQEION ...oceeeeeeieeeeee et e e e e e st e e sttt e e s st te e e e estaaesssseaasssteaesassnaesasseeens 83
I oY Yo Yo - oY I o<1 U] =Y OSSR 83
O S U Tt Y = [ o =] L = =SSR 83

4.1.2. REACHIVILE @StrOCYLAINE .uveiiiieiieriteeiie ettt ettt sttt e st e bt e st e bt e st e e sbeesabeesseeeabeenanesaneesnees 84

4.1.3. RtrOCONTIOIE NEUIONAL ... .iiiiiiitiiiee sttt ettt sb et st e b st e b e see et e sbee b naes 84

4.1.4. Systéme immunitaire PErIPNEIIQUE ........ccveiriieeieeieecie et e s e e e e saee s e e aeesneeeneeenes 85

4.2. CoNSEqUENCES PATNOIOZIGUES ... .uiiiiiiiiiiiie ettt ettt et e e s te e e s e e e e sabeeesbteeesstaeeessbeeesnsseesansaeenns 85
4.2.1. Sur 12 pathologie amMYIOTUE.......cocuieiieeieeee et e et e et e e te e s eeaeesseeeseeenneeneeeneas 85
YU g = T o - 1 g Vo Lo 4T - 1 S 86

4.2.3. Sur I'intégrité Neuronale et SYNaPTIQUE.......c.uiiiiiiieeiie ettt e e sa e e e ta e e e sabeeessbeeessstaeeens 86

O o lor =1V e (=g Y )= TS 88

18



CHAPITRE IV : CAFEINE, RECEPTEURS ADENOSINERGIQUES ET MALADIE D’ALZHEIMER.........cccvvvveeeen. 89

1. Café et Maladie d’AIZREIMET ..............oooeveeieiieeee ettt 89
1.1, CafE @ CafINE ettt et h et bbbt et h e e b et she et e she et e enean 89
1.2. Effets bénéfiques du café sur la maladie d’AlZNeIMEr........ccviiiiiiiiiiiic e 91

2. Caféine et modéles de la maladie d’AIZNEIMEr ..............coceeveeoircirieieeeeeeeeeeee e 92
2.1. Effets de la caféine sur la pathologie amyloide .........c.cceviriiiiiiiiini e 92
2.2. Effets de la caféine sur les modéles de pathologie taU ........ccvereeriirieiieneeeee e 92

3. A24R et modéles de la maladie d’AlZREIMET ............ccooeeevieevieeiieeseeeeeee e 93
3.1. Effets bénéfiques du blocage du AzaR sur la pathologie amyloide.........ccceevveveeeciieiee e 93
3.1. Effets bénéfiques du blocage du AzaR sur la pathologie tau .....cccceeeeeecee i 94

4. A24R, vieillissement et maladie A’ AIZNEIMET ..............eeeeeeeeeeeeeieee ettt e e e ectsreaaaeeeeeans 94
4.1, ApaR € VIEIITISSEBMENT ..t ettt sttt et b e s sreene 94
4.2. Dysrégulation cellulaire du A;aR au cours de la maladie d’Alzheimer.........cccccooovieiiiiiicciiiecceeeee e, 95

OBJECTIFS DE LA THESE ...ttt st sttt be et be e beennbeennes 97
MATERIELS ET METHODES ..ottt sttt s ae e sab e staeesbb e s sraeenabe e 99

1. Expériences réalisées SUr tiSSUS NUMQIN .............cccccuueeeeiuireeiiieeeeeieeeecteaeesaaeeesseaeesssaaesitssaeesssesaens 99
1.1. Echantillons de Cerveaux POSt MOItEM. ..........cccuerviierieerieente ettt ettt st e s s bt e saeeebeesaneeneesnees 99
1.2. Procédures biochimiques pour tiSSU NUMAIN .......ccoieiiriiniiniiniee ettt sae e 100
1.3. Immunohistofluorescence sur tisSSU NUMAIN .....c..cooiiiiiiiiiiiiic et 100

2. Expériences réalisées sur les modeéles murins de tauopathies ..............ccceeeevveveeccieeeeeciiveeesieeeesrnenn, 101
2.1. MOAEIES MUIINS ULHTISES....c.veivieiiiiiriieiieiee sttt ettt st b e sb et sbe e sbeenenre s 101

2.1.1. Génération d’un modele inductible du AaR (lignée TRE-A2aR)....cccuevieriiniriirienienieeiesie et 101
2.1.2. Modele murin de surexpression neuronale et astrocytaire du AzaR......ccoecvverievieenieeseene e 102
2.1.3. Modele murin de pathologie tau (THY-TAU22)......ccceccterieriieenieeieesieeree e eseeeseeeseee e seeeeeesene e 105
2.1.4. Modéle murin de pathologie amyloide (APPSW/PSLIAE) ......ccccvivrerverieieieineieienieseeneesseeeneeeesseseenes 106
2.1.5. STratégie d& CrOISEMENTS ...eeiuierieeieeiieestie et e ste et e steesteesteesteesteesseeeteesaseeseeenteesseesnseenseesnseesnseenns 106
0 I YTt i o] I A= =T} = Do [V USSR 107
2.2. ANalyses COMPOIEEMENTAIES ....cccueiiiierieiieeet ettt ettt st e st e bt e sabeesbeesabeesaee et e e sanesabeennees 109
2.2.0. Le teSt 0 aCtIMELIIE c..eeeereieiieiieiee ettt sttt st b e e r e st n e nr e e ene 109
2.2.2. Le test du labyrinthe €n Croix SUFEIEVE ..........cocueeiieriieiie e e e e 109
2.2.1. Le test du [abyrinthe @N Y ... ot ettt st 110
2.2.2. Le |abyrinthe 0@ BarnEs......cccueiiiiuiieeeieee ettt ette e e et e ettt e e e tt e e e e ataeesetbeeesastaeeansaeeeeaseeesraeeeanseeeans 110
2.3, EULNANASTIE TS SOUIS ...ttt ettt sit sttt s at ettt e b s st e sb e e a e b e e st e bt e st e b e sae e bt e s e nbeeneeabe et e nbeeneennean 111
2.4, ANAlYSES DIOCNIMIGUES ..c.uvveiiiiie ettt et e e et e e e be e e s ba e e e sstaeesabeeesabbeeesssaeeesnbeeesnsaeesnssseanns 112
2.4.1. Préparation des homogénats, dosage protéique et immuno-empreinte .......ccecceeveeeceerceeereerenens 112
2.4.2. Electrophorése bidimensionNNelle........c.cooiveiieiieeiieeeeree et ae e s e e e snne e 113
B T = Y L VO PP PRSP PP OPPPPPPRPON 115
2.5, ANQlYSES PrOTEOMIGUES ....eeveeriiieeieeieeseteetee st esseesteesseeeseesseeesseesnseenseessseesseeanseessaeensaesnseesseeensaesnsesnseesnees 115
T D 1171 d o oI o o <1 T USRS 115
2.5.2. Analyse par spectrométre de masse NaNOLC-IMS/MS.........cccveveeuieieenreeeenreeieesreeeesreeisesseessesseesesseens 116
2.5.3. Identification des protéines et aNAlYSE ........cceevveriierii et se e s e e e eeeteesnae e 116



2.6. ANalyses transCriplioNNEIIES.......ccciiii ittt e e et e e e b e e s ebbeeesabaeeesabeeesbaeeeansaeeans 117

2.6. 1. EXErACtioN dES ARNS ...ouviiiieiiieitie et sttt ettt st e st e bt e sate e ste e sbeesbaeebeesabeebeesnteesbeesaneenneesnbaesaseenne 117

2.6.2. Rétrotranscription et PCR quantitative (GPCR) ...eccveeeeeeiiecieeeieetee e eeeeteeseee e e ve e ee e sene e 118

2.6.3. SEQUENGAZE 0 FARNIM ..ottt ettt e e e et e et e e e bt e e e eataee e e tbeeesbteeeastaeeesabeeesnraeeensseeeans 119

2.7. Analyses immuUNONISTOChIMIGUES ......cccuuiiiiiiie ittt e e e s bte e e s e e e e eabeeesbaeesaataeeeas 121
2.7.1. Immunohistochimie et immunofluorescence sur tissus de SOUTIS .......cccveecveereeeiieerieeceesie e 121

2.7.2. ANAIYSES TS IMAGES...eiiiiiiieiiiie ittt eeiteeecit e e ertee e e staeeestteeeeetbeeeebbeeeastaeeeesbeeessseesassaeeesabesessaeeanssaeeans 122

2.8, ElECIrOPNYSIOIORIE ...euvieeiieiieeiieee ettt sttt et e sa bttt sa b e e bt e e bt e s s te e beesab e e bt e enteenatesnbaeeaes 125

3. Expériences réalisées sur les cultures primaires d’QStroCYteS ........ccuuwevvueeeecveieesieeeeesirieeesiveessisennn 125
3.1. Cultures cellulaires d’astroCytes PriMaireS......cccuiiiiiiiieiieeeiiiieeecreeeesreeesre e e eere e e sstbeeestaeeesabeeessraeessasaeeens 125
3.1.1. Préparation deS CUILUIES ......ccuvieieetiecieectie e ste et este et e s te et e s s e e sseeetaessseeseeenseessseenseesseeenseesnseenns 125

3.1.2. Infections des cultures primaires d’ astrOCYLES. .....ccouvieiuiieiiiiieciee et et e st sbe e e s svae e e aaeeens 126

3.1.3. Evaluation du métabolisme et de la CYtOTOXICItE .......ccccuviiiiiiieiiiieeceee e e 126

3.2. Analyses transCriptiONNEIIES......cocuiieiierieeee ettt et e b e et et sreenaees 126
3.2.1. SEQUENGAZE A FARNIM ..ooiiiiiee ettt e e et e et e e e e bt e e e e ataeeseabeeesasteeeassaeeenabeeesnsaeeennsaaeans 126

3.2.2. Analyses du séquencage de ARNIM ......ccoiiii ettt e e rtre e e st e e e etae e e eabeeesraeeennsaeeens 127

3.2.3. Rétrotranscription et PCR quantitative (PCR) ....cceveeruirierienierieeeesie ettt et 128

3.3. Analyses biochimiques par immMUNO-EMPIEINTE.........ceccciiieiiiiie et cire e et eeere e s e e e e ebe e e ssraeeesaraeeens 128
3.4. Analyses par iMMUNOTIUOIESCENCE. .......uii ittt et e et e ete e e e ebr e e e e te e e e eabeeeesaeeennsaeeens 129

4. ANQIYSES STALISTIGUES. ....veeeeveeeeeiiieeeeeeeeeette e ettt e e e ae e e ettt e e e etteeeestsaeaaatseseessssaeesssssasasssseessssssessssnann 130
RESUL T AT S ittt e et e e e s st e e te e et e e s be e e s bt e eate e e s beeeabeeesteeaabee e s beeeabeeenteeanbeeanteeanreeanes 131
PARTIE | : SUREXPRESSION NEURONALE DU RECEPTEUR A2a DANS UN MODELE DE TAUOPATHIE ........ 131
1. Expression du A:z4R chez les patients atteints de FTLD-tau (MAPT P301L)......ccccvevcuvescvvevcuvesvrennnnns 131
2. Caractérisation d’'un modele murin de surexpression neuronale du A2aR...........ccceeeevvveeeecvveenennnnn. 133
3. Evaluation comportementale des SOUTS TAU/AZARNeUr «.vvecvveeueeveeeeeeeeereeireeieeiteeiesveseesssesasessseeeens 136
4. Evaluation de la pathologie tau dans les Souris TAU/A2aRNeur .....cveevecveceeiieseesieesieseesiesiesseesseenns 139
5. Evaluation transcriptionnelle des SOUriS TAU/AZARNeUr...........ccueerueeeeerieeieirieieesteteierieiee e 143
6. Evaluation microgliale dans I'hippocampe des SOUrisS TAU/A2ARNeur vvcveeveeveeeeeeeireeeseseeeieeeeeaseenn, 145
7. Evaluation de C1q et de I'intégrité synaptique des souris TaU/A2aRNeur ...cvveevveevevesvereeieresveeeenennn, 147
8. Expression de C1q et A2aR dans trois tauopathies Primaires .............ccceeeeeeeeeescueeeensieeersieeeesieennn 152
9. CONCIUSION ...ttt ettt s e st e st e st e e st e st e st e s bt e sabeasaseesseesaneas 153

PARTIE Il : SUREXPRESSION NEURONALE DU RECEPTEUR A2a DANS UN MODELE D’AMYLOIDOGENESE154

1. Caractérisation de I'expression du AzaR par APProChe AAV ..........eeeeeeeeeeeseeeiieesieesiieesieeesieessieeens 154
2. Evaluation comportementale des Souris APP/PS1/A2ARNeur cvvecevveevveeireeeieeeiveeeireeeiseeeieeeiseeeiseessens 156
3. Evaluation biochimique d’AB dans les SOUriS APP/PS1/A2aRNeur . ..cveceveeveeeireeeieeeireeeieeeireeeireeeisens 158
4. Evaluation de la neuroinflammation des souris APP/PS1/A2ARNeur cvveeevereeveeeireaeieeeiriesieesireesiseensens 159
5. Evaluation protéomique et transcriptionnelle des souris APP/PS1/A2ARNeur . ...vevervesveseessrienrennns 160
6. CONCIUSION ...ttt ettt ettt et ettt ettt e et e et eetneenaneeas 160

20



PARTIE 1] : SUREXPRESSION ASTROCYTAIRE DU A2a DANS UN MODELE INVITRO.....cccovviiiieeiiiiiiieieenn, 163

1. Caractérisation de la surexpression astrocyt@ire du A2aR ...........cceeeveeviieeieeniiieesieeieeee e 163

2. Evaluation transcriptomique de la surexpression astocyt@ire du A2aR ..........ccccccvueeeecvveeecceneeinnnn. 166

3. Evaluation des génes dérégulés par la surexpression astocytaire du A2aR ..........ccceeecvveeeecvveeecnnnnn. 169

4. Evaluation du blocage des AzaR astrocytaires SUreXprimes ............ccoecceeecueeveeenveeeniieenseenieenieennee 171

5. CONCIUSION ...ttt sttt ettt ettt et nesnenanenaeenne 172
PARTIE IV : SUREXPRESSION ASTROCYTAIRE DU A2a DANS UN MODELE DE TAUOPATHIE .......cccevveenne. 173
1. Caractérisation de la surexpression astrocytaire dans un modeéle murin ................cccceeeeevveeecrvennn. 173

2. Evaluation COMPOItEMENTAIE..............ueeeeevieeeeieieeeeeeeeeee e et e ettt e e e tee e e st e e e staeaeessstaeessssasesssenans 174

3. EvaluGtion DIOCHIMIQUE.........cccecuveieeeiieeeeiiie ettt ett e ettt ete e e et e e st e e sasteasssteasssassessasseneas 176

4. Evaluation de la neuroinflammation GSSOCIEE G AU ...........ccccuveeeeccveeesiiieieeeciieeecieeeesieeeeesaeaeesseens 178

5. CONCIUSION ...ttt sttt ettt et s e st e st eaeenesaeenaeenae 180

(D] TG4 1] (@] SRS 181
1. Expression du AzaR dans la maladie d’AlZREIMEr .............ccceeeveeeiiieiiieieeeeeee e 181

2. Impact astrocytaire et neuronale du Az4R dans la maladie d’Alzheimer ..............ccccevveeeceevnueennnen. 181

3. A24R €t fONCLION SYNAPLIGUE ....vveveeieeeiieeiieesieest st est sttt st s e e st e sate e s teesateesseesateesseenasens 183

VN Y e =T e Yo 1 g Le) (oo (=28 o 1) OSSP 184

5. AzaR et pathologie GMYIOTAE ...........cc..ooveeeriiieeeeeeeeee ettt 185

6. A2AR NEUIONGI @1 CLQ ..ottt ettt ettt e e st e et e st eeseasaeaeneanas 186

7. A24R astrocytaire et Neuro-inflaOmMmQAtiON..............ccuveeueesiveesiiesiieesie et este e sae s ae s 188

8. CONCIUSION ...ttt sttt ene s naeenne 189
BIBLIOGRAPHIE ... .ottt sttt te et e et esae e s be e be e beeteeneesneesneesseenteeseenneans 191
ANNEXES ... oottt ettt s et ettt et e ehe e ekt e bt e te e s eeeR e e e Rt e eR e e eRe e Rt en et eR e e eR e e nReeEe e beeneeeneeareenreenas 253

21



LISTE DES FIGURES

LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Vue d’artiste de I’origine de 1a vie SUL TETTE. .....c.cvrveirerieiriiieisesies e 25
FIQUIE 2 1 EMET FISCINET ...ttt bbbt bbbt b et b bbbttt 26
Figure 3 : LeS PrinCIPalES PUIINES. ...cuvcieieieiieites e st e sies e te s e ste et a et e e st e te e eseesaese e aesaesbesteabeeseententeseesteanenrannes 27
Figure 4 : NUCIE0SIAES €t NUCIEOLIAES. .......cveieieiie e st e et e e e e resreereens 28
Figure 5 : Les bases puriques des acides NUCIEIQUES. .........cceieireieieieie e see e see ettt e e snesreens 28

Figure 6 : Structure de ’acétyl-coenzyme A (ACoA), du nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH), de

la S-adénosyl-L-méthionine (SAM) et de la S-adénosyl-L-homocystéine (SAH). ......ccccerriiiriiriennsienireiene, 30
Figure 7 : Voies de production et de dégradation de I'ad@n0SINe. ............ccoiriieirniiinineire s 32
Figure 8 : Les réCepteurS PUIINEIGIGUES. ... veeerueuerieeteeatetesestesesestesesestesesesbese st sbeseseebesesesbesesesbebesbsbesesessesesssnanas 36
Figure 9 : Les voies de Signalisation dU FECEPTEUN A ..o it 40
Figure 10 : Les voies de signalisation du FECEPLEUN AzA. «.veiveieieeieiierieieseste e e e e e steste e eerae e eesaesrestesreereens 41
Figure 11 : Les voies de signalisation du récepteur Azg (Borea et al., 2018)........ccccceveveiiiniecieieciece e 42
Figure 12 : Les voies de signalisation du récepteur Az (Borea et al., 2018)........cccceveieviiiniisiieiieie e 43
Figure 13 : Niveaux d’expression génique des récepteurs adénosinergiques dans le cerveau. .........ccceevrerenennen. 45
Figure 14 : Les mécanismes de plastiCité SYNAPLIQUES .........coirurirerieiriniese et 48
Figure 15 : Les différents types d’astrocytes chez PHOMME. ...........ccooeviiiniiiiiin e 51
Figure 16 : Structure de I'inflammasome NLRP3. ..o 54
Figure 17 : Fonctions du AiR et A2aR au niveau cellulaire dans 1e SNC. ... 55
Figure 18 : Role des récepteurs Az et Aza au niveau synaptique en condition basale. ..........cccccvviiiiiniiieinennn, 56
Figure 19 : Role des récepteurs Az et Az au niveau synaptique lors d’une stimulation synaptique. ................... 58
Figure 20 : Role des récepteurs Az et Aza au niveau synaptique lors d’un stress tissulaire. .......ccocooveeerervrenienenn 59
Figure 21 : Les circuits directs et indirects des ganglions de 1a Dase. .........ccoeovveieineneiiinee e 64

Figure 22 : Atteinte des circuits des ganglions de la base dans la maladie de Huntington et la maladie de

PAIKINSON. ...ttt bbb bbb bbbt bbbt e bt bt b bR Rt b ettt 67
Figure 23 Structure de I’ APP RUMAIN .....o.viiiiiiiiiie bbbttt 70
Figure 24 Les principales voies de clivage de PAPP. .......cociiiiiiiiiie e 72
Figure 25 Processus d’agrégation du PePLide AP. ......cocoiiiiiiiiiiie st 74
Figure 26 Géne, structure et sites de phosphorylation de la protéing tau. ...........cccceveveieiiiie e 75
Figure 27 : Processus d'agrégation 08 tAU. ...........cccvveiierieieiiie ettt e ettt ste s be e ta e et e te st e stesaeereens 77
Figure 28 : Fonctions physiologiques et pathologiques de la protéine tau.............ccoeeviereriieneneineneseeee, 80
Figure 29 : Lésions histologiques des taUOPALNIES. .........cceiiirieiiiieseee e 82
Figure 30 : Cellules gliales en contexte physiologique et lors de la neuroinflammation. ...........cccceovvniiienennn 87
Figure 31 : Structure de la caféine et effets DIOIOGIQUES. .......ooviiiiiic e 90
Figure 32 : Adénosine et caféine intéragissant aveC 18 rECEPLEUN A2A. ... civierierirerieiieriee sttt 90
Figure 33 : Effet de la protéine tTA neuronale sur I’intégrité de I’hippocampe des souris CaMKII-tTA. ......... 103
Figure 34 : Effet de la doxycyline périnatale sur la neuroinflammation hippocampique induite par le LPS chez la

SOUNTS BUUILE. ..ttt bbb bbbttt e b bbbt bbbt b et st et e b sttt ane s 104
Figure 35 : Nouveau modeéle de surexpression conditionnelle des AzaRS. .....cocviiriirineneneseeeeeee 105

22


file:///H:/_____PhD%20Manuscript/Manuscript%20these%20Kevin%20Carvalho%2026082019%20almost%20finish%20-%20Copie.docx%23_Toc17737613
file:///H:/_____PhD%20Manuscript/Manuscript%20these%20Kevin%20Carvalho%2026082019%20almost%20finish%20-%20Copie.docx%23_Toc17737625
file:///H:/_____PhD%20Manuscript/Manuscript%20these%20Kevin%20Carvalho%2026082019%20almost%20finish%20-%20Copie.docx%23_Toc17737627

LISTE DES FIGURES

Figure 36 Le modele MUFIN THY =TAU22. .....c.coviiiiiieiiiieisesieie ettt st be s saesassessesesse s 105
Figure 37 : Le modele murin APPSW/PSLAED.. ........ouciiiiiiiiirieieisiee sttt 106
Figure 38 : Plan de croisements des souris Tau/A2aRastr €t TaU/AARNeur.. «.vvviiiiiiiiiicc i 107

Figure 39 : Structure du crane de souris. Le bregma est utilisé comme repére pour les injections stéréotaxiques.

.......................................................................................................................................................................... 109
Figure 40 Tests comportementauX ULITISES. .......viviieiieiiii ettt st sne e e e enes 111
Figure 41 : Principaux anticorps anti-tau ULHHSES. . .......cceiiieiiiieeieie et s 115
Figure 42 : Exemple de quantification par seuil de marquage (MCL). .....ccccviiveieiieieiese e 123
Figure 43 : L'expression du AzaR est augmentée dans le cortex temporal des patients atteints de dégénérescence

lobaire fronto-temporale (FTLD-tau) associée a une mutation P301L du géne de tau, MAPT. ........c.cccevennnen, 132
Figure 44 : Caractérisation de la surexpression du AzaR dans le modéle transgénique conditionnel CaMKI|I-

ETATTRE-AZAR oottt e e be e s be e be e besteesaeesaeesbeeabeeabeeabeetsestbesbeesteesbeereeas 134
Figure 45 : Caractérisation de la spécificité cellulaire du A2aR neuronal surexprimé dans le modele de souris

doubles transgéniques CaMKI-TTAI/TRE-A2AR. ..ottt st resre st ne s 135
Figure 46 : Caractérisation de I’activité du AzaR SUFEXPIIME. ......cccviieiiirieiiiiee e 136

Figure 47 : La surexpression neuronale du AzaR favorise les déficits de mémoire spatiale dans les souris
TrANSPENIQUE THY =TAU22. ...ttt b et b bbbttt b ettt b et 138
Figure 48 : Localisation cellulaire de la tau humaine et du A2aR surexprimés dans les souris Tau/AzaRneur..... 139
Figure 49 : Evaluation de la phosphorylation et de I'agrégation de tau dans les souris Tau/AzaRneur. «veeeveeeeeen. 141
Figure 50 : Evaluation des kinases et phosphatases dans 1es Souris TaUu/A2aRNeur: «.«veevereereerieeiiesiesieeseeieainens 142
Figure 51 : Impact de la surexpression neuronale du AzaR sur la dégénération des neurones cholinergiques du
G721 L0000 00 T<To T o SRR 142
Figure 52 : Séquencage de I'ARNmM chez les souris WT, AzaRweur, Tau et Tau/AzaRneur 8 ’age de 6 mois....... 143
Figure 53 : Annotation fonctionnelle (GO term) et analyse des regroupements de génes (cluster) .................... 144
Figure 54 : La surexpression neuronale des AzaRs favorise I’activation d’une signature transcriptomique
microgliale particuliére dans I’hippocampe des SOUTS TaU.......cc.eoveriririiinieeieesce e 146
Figure 55 : Neuroinflammation classique des SOUFS TAU. ......cuceririiirieieirieieesi et 147
Figure 56 : Les 3 sous-unités de C1q ainsi que Trem2 sont augmentés chez les souris THY-Tau22 a partir de 9
mois et cet effet est aboli lorsque le A2aR €St BIOQUE.. ......coooviiiieiec e 148
Figure 57 : La surexpression neuronale du AzaR dans les souris Tau est associée a une augmentation de C1q et a
UNE AtropPhie de PRIPPOCAMPE ... .evviiuiiiiiieie ittt bbbttt et b bbbt st et e bbb ne e 149
Figure 58 : La surexpression neuronale du AzaR dans les souris Tau est associé a une perte synaptique.......... 151
Figure 59 : Augmentation de C1q dans le cortex temporal des patients avec une dégénérescence lobaire fronto-
temporale avec mutation MAPT P30LL (FTLD-AU).....cvitriiiiiieeseieesesie et 152
Figure 60 : Augmentation de I’expression de ADORA2A, C1Q et TREM2 dans le cortex frontal de deux
tauopathies primaires sporadiques : la démence corticobasale (CBD) et la maladie de Pick (« Pick »).......... 153
Figure 61 : Caractérisation de la surexpression du AzaR induite par un virus adéno-associé (AAV)................. 155
Figure 62 : La surexpression neuronale du AzaR favorise les déficits de mémoire spatial dans les souris
tranSgeNIQUE APPSW/PSLUED ... ....coiiiiiiicie bbbt bbbt et 157

23



LISTE DES TABLEAUX

Figure 63 : Analyse de la production et de 1’agrégation des peptides amyloides AP dans les souris

AP P T RE/ A DARNEUI « -+ttt vttt ettt ettt sttt ettt ettt ek be et e b etk e bt s e b bt e b e bt e e ke b e e b b e b b e Rt ek b e e bk e st et et bt et e 158
Figure 64 : Evaluation de marqueurs inflammatoires classiquement retrouvés augmentés dans les souris
APPSW/PSLIAEY par PCR QUANTITALIVE. .......cciiiiiiiieieiist et 159
Figure 65 : Evaluation de 1’expression des génes microgliaux impliqués dans le modeéle Tau/A2aRneuwr par PCR
(o TU =T 1L Y= RPR 160
Figure 66 : Analyse protéomique et transcriptomique des souris APP/PS1 et APP/PS1/A2aRNeur «-veveeverveieannn 161
Figure 67 : L’analyse protéomique révéle que les souris APP/PS1/AzaRneur présente une diminution des niveaux
de protéines Impliqués au NIVEAU SYNAPTIGUE. . ...evrueririiieirieieerisiee sttt ettt 162
Figure 68 : Caractérisation des cultures primaires d'astrOCYLES. ........ceovrueieriririeririseiriee et 164
Figure 69 : Caractérisation de la surexpression du AzaR en culture primaire d'astroCytes.. ........c.coceeerereieririenes 165
Figure 70 : La surexpression du AzaRas induit une large dysrégulation transcriptionnelle.............ccccoovoeennn. 166
Figure 71 Les processus biologiques aSSOCIES AU A2ARASI. «.«v verreereriereriesesesieeiteseeste e sresreseeseeseesseseesresresreeseas 168

Figure 72 : La surexpression du AaR astrocytaire induit 1’augmentation d’expression de génes liés au
vieillissemet et & 12 réaCtiVIte aStrOCYLAITE.S .....cviviiiiie ittt e e b sresresreera e e enes 169
Figure 73 : Le AzaR astrocytaire dérégule I’expression des génes associés a la sécrétion et I’inflammation..... 170

Figure 74 : Le blocage du AzaR par le SCH 58261 restaure les niveaux d’expression d’Il1b, Slc7all et Vim dans

LT Y TSRS 171
Figure 75 : Caractérisation de la surexpression du AzaR dans le modele transgénique conditionnel GFAP-
ETATTRESAZAR .ottt st b et b bbbt b e bbb bt e e bt ne et 174
Figure 76 La surexpression astrocytaire du AaR favorise les déficits de mémoire spatiale dans les souris
tranSENIGUES THY -TAUZ22 ......cuveieiieie e ste st ettt ettt te e e e st e be s besbeeteess e s s et e besbeateaseensessebebesresresrnaneas 175
Figure 77 Evaluation de la phosphorylation et de I’agrégation de tau dans les souris Tau/A2aRastr.vccoveevveeiene. 177
Figure 78. Evaluation de I’expression des kinases dans les souris Tau/A2aRAstr. «ooveoerverereeiiiinciiiinseeie 178
Figure 79 : Neuro-inflammation classique des SOUMS TaU.. ....couciririririiiirieieese e 179

Figure 80 : Hypothése de la dysrégulation du A2aR au cours du vieillissement et de la maladie d’ Alzheimer.. 190

LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Principales caractéristiques des réCEPLEUIS P2X ........ccciieieeieiieiesie et ere e sre et ve e 37
Tableau 2 : Principales caractéristiques des réCepteUrS P2Y ........ccoviivieiiiiierisie e 38
Tableau 3 : Classification et Iésions histologiques des principales tauopathies ... 82
Tableau 4 : Liste des antiCOrPS ULITISES. ......oviiriiiiiiiere e 114
Tableau 5 : Liste des primers et sondes utilisés dans les tudes iN VIVO ......c.ccevvrevivnviiesveicne e 119
Tableau 6 : Liste des primers utilisés dans 1’étude IN VItFO........cccviviiniiieeiieiee e 128

24



INTRODUCTION Préambule : les origines de la vie sur Terre

INTRODUCTION

Préeambule : les origines de la vie sur Terre

A T’échelle cosmique, la Terre est relativement jeune. En effet, tandis que 1’Univers est agé
de 13,8 milliards d’années, notre planete, la Terre, est apparue « seulement» il y a 4,54
milliards d’années (Dalrymple, 1994). Méme si I’apparition de la vie semble étre un
événement particuliérement rare étant donné que la Terre est la seule planete connue a en
avoir, il est surprenant de constater que la vie sur celle-ci ce soit si rapidement développée. En
effet, elle serait apparue il y a 4,1 milliards d’années (Wilde et al., 2001; Abramov & Mojzsis,
2009; Bell et al., 2015). Cela est d’autant plus remarquable que durant cette période,
correspondant a I’éon' Hadéen, deux événements aux dimensions bibliques ont eu lieu. Le
premier étant la collision de la planéte Theia avec notre Terre il y a 4,5 milliards d’années, ce
qui a créé la lune et fagonné notre planete telle que nous la connaissons aujourd’hui (Canup &
Asphaug, 2001; Asphaug, 2014). Le deuxiéme événement est un bombardement intensif de
météores qui ont percuté la Terre il y a 3,9 milliards d’années et a duré entre 20 et 200
millions d’années (Kring & Cohen, 2002). C’est au milieu de ce chaos que les constituants
cellulaires de base seraient apparus (Figure 1), et notamment une famille de molécules

essentielles au fonctionnement et a la communication cellulaire : les purines.

Figure 1 : Vue d’artiste de I’origine de la vie sur Terre. L’évolution de la vie depuis 1’¢éon Hadéen a
gauche jusqu’a ’'Homme a droite. A noter la présence des molécules de bases dans les océans
primitifs, notamment les purines (Illustration exposée au centre de recherche de la NASA, © 2019
Bausch Design).

1 Un éon représente une période de temps a I’échelle des temps géologique.
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Chapitre I : Le systéeme purinergique

1. Les purines : définition et structure

1.1. Découverte des purines

Les purines ont été découvertes au 19°™ siécle grace aux travaux du chimiste allemand
Emil Fischer (1852-1919) (Figure 2). Ce dernier travaillait sur I’acide
urique, découvert cent ans plus tot par Carl Wilhelm Scheele (Scheele,
1776), puis synthétisé en 1828 par Friedrich Wohler (Wohler, 1828).
La réduction de 1’acide urique par Emil Fischer lui a permis d’en isoler
la structure de base, nommée purine (Fischer, 1898). L’ origine de ce
terme «purine » provient de D’expression latine « purum uricum
acidum » (signifiant « acide urique pur ») dont Emil Fischer mélangea

les mots purum (pur) et uricum (urine) (I’acide urique étant

particulierement concentré dans les urines) (Fischer, 1884). Ces

travaux sur les purines et les sucres lui vaudront, quelques années plus| Figure 2 : Emil Fischer

tard, le prix Nobel de Chimie en 1902.

1.2. Structure et classification des purines

Les purines sont les hétérocycles les plus fréquents dans la nature (Rosemeyer, 2004). Leur
structure de base correspond a la molécule homonyme, la purine (1) (Figure 3A), qui est un
hétérocycle composé d’un noyau pyrimidine (1a) fusionné a un noyau imidazole (1b). Cette
molécule de base n’est toutefois pas retrouvée dans la nature, contrairement aux autres
membres de cette famille.

L’ajout d’un groupement cétone (=O) sur cette molécule de base donne naissance a
I’hypoxanthine (6-oxypurine) (2) (Figure 3B). Un deuxiéme groupement cétone génere la
xanthine (2,6-oxypurine) (3), et enfin, un troisieme groupement cétone permet de former
I’acide urique (2,6,8-oxypurine) (4).

En repartant de la structure de base, I’ajout d’un groupement amine (—NH2) forme
I’adénine (6-aminopurine) (5) (Figure 3C). L’ajout d’un groupement cétone et d’un
groupement amine a la purine génere une guanine (2-amino-6-oxypurine) (6).

Il existe des dérivés de la xanthine chez les plantes possédant un ou plusieurs groupements
méthyl (-CH3): la théophylline (1,3-diméthylxanthine), la théobromine (3,7-

diméthylxanthine) et la caféine (1,3,7-triméthylxanthine) (Figure 3D). La caféine est
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particulierement présente dans les grains de caféier et les feuilles de théier. Elle est en grande
partie responsable des effets stimulants des boissons caféinées, ce qui en fait la molécule
psychoactive la plus consommée dans le monde.

A B 0 O 0] -

NE» N HN N HN b HN A
@ I ) S 0D 00
NN NN 0" N H o” N R
purine (1) hypoxanthine (2)  xanthine (3) acide urique (4)

C NH, O D 0 y 0 CHy 0 OHy
Nth{) HNEN N\> HSC‘N/&"B HN)H/E'B Y | N>

/ / 7
K‘N N HZN/RN N O)\N N O)\N N o)\N N

CHs CHs CH;

adénine (5) guanine (6) théophylline (7) théobromine (8) caféine (9)

Figure 3 : Les principales purines. (A) La purine (1), qui correspond a la molécule la plus simple,
est constituée d’un noyau pyrimidine (a) fusionné & un noyau imidazole (b). (B) L’ajout d’un ou
plusieurs groupements cétones (=0) forme 1’hypoxanthine (2) (un groupement), la xanthine (3) (deux
groupements) et 1’acide urique (4) (trois groupements). (C) L’ajout d’un groupement amine (-NH>)
forme I’adénine (5) et la guanine (6) (qui présente également un groupement cétone). (D) La xanthine
est également di- ou tri-méthylées chez les plantes (groupement -CHs) formant la théophylline (7), la
théobromine (8) et la caféine (9).

1.3. Nucléosides et nucléotides purinergiques

Les purines contribuent également a générer des nucléosides et nucléotides, essentiels aux
processus biologiques du vivant, comme nous le verrons par la suite. L ajout d’un sucre a une
base nucléique via une liaison N-glycosidique permet de générer de nouvelles molécules : les
nucléosides (Figure 4A). Particuliérement, on retrouve les cing nucléobases constitutives de
I’ARN et de I’ADN, a savoir deux purines : 1’adénine et la guanine (Figure 4B), et trois
pyrimidines : la thymine, 1’uracile et la cytosine. Leurs liaisons avec un ribose permettent de
générer cing ribonucléosides qui sont incorporés dans I’ARN, respectivement 1’adénosine, la
guanosine, la ribothymidine, ’uridine et la cytidine. Par ailleurs, la perte d’un groupement
hydroxyl (-OH) sur le ribose permet la formation de désoxyribonucléosides qui sont eux
incorporés dans 1I’ADN, respectivement la désoxyadénosine, la désoxyguanosine, la

désoxythymidine, la désoxyuridine et la désoxycytidine.
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Figure 4 : Nucléosides et nucléotides. La liaison d’une adénine et d’un ribose (A) donne un
nucléoside, tels que I’adénosine et son métabolite, I’inosine (B). La phosphorylation d’un nucléoside
résulte en la formation d’un nucléotide. (C) Les dérivés nucléotides de 1’adénosine sont 1’adénosine
monophosphate (AMP), diphosphate (ADP) et triphosphate (ATP).

Les ribonucléosides et désoxyribonucléosides peuvent étre phosphorylés par 1’action de
kinases, permettant la formation de nucléotides (Figure 4C et Figure 5), qui sont les eléments
de base de I’ARN et de I’ADN. Ainsi, ’adénosine, la guanosine, la ribothymidine, 1’uridine et
la cytidine vont donner les formes phosphorylées suivantes : I’AMP, la GMP, la TMP, I’'UMP
et la CMP, ainsi que leurs homologues sous formes de désoxyribose : la dAMP, la dGMP, la
dTMP, la dUMP et la dCMP (Figure 5).

Au niveau de I’ARN, on retrouve ’AMP, la GMP, ’'UMP et la CMP. L’AMP et ’'UMP
s’unissent via deux liaisons hydrogénes et la GMP et la CMP s’unissent via trois liaisons
hydrogénes. Dans I’ADN, la dAMP s’unit avec la TMP, et la dCMP avec la dGMP. Le dUMP

n’est pas incorporé dans I’ADN en conditions normales.

A NH; v B o 0

5 N ) N Sy 0 N NH 0 N NH
7 7 v 4
HO—IITl’—O <N | /) HO—II'-“'—O <N | /) HO—I‘T"—O <N | )\ Ho—lFll'—o <N | /)\
OH N OH \w N OH N NH2 OH N NH»
OH OH OH OH OH OH
AMP dAMP GMP dGMP

Figure 5 : Les bases puriques des acides nucléiques. Les bases AMP (A) et GMP (B) font partis des
quatres bases constituant I’ARN. Les bases dAMP et dGMP sont elles incluses dans I’ADN.
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En définitive, les purines sont des molécules présentes a tous les niveaux cellulaires, de la
gestion énergétique (ATP) a la constitution méme du code génétique (AMP, GMP). Les
concentrations de 1’adénosine et de ses dérivés sont finements régulées afin de maintenir un

fonctionnement optimal de la cellule.

2. L’adénosine et ses dérivés

2.1. Concentrations de I’adénosine et ses derivés a I’échelle cellulaire

Les différents niveaux d’ATP, d’ADP, d’AMP, d’adénosine et de leurs dérivés sont
finement régulés au sein des cellules. En premier lieu, I’ATP qui est la ressource énergétique
de prédilection de la cellule, est tres concentré dans le milieu intracellulaire, de 5 a 10 mM
(Schwiebert & Zsembery, 2003), contrairement a ses formes déphosphorylées, I’ADP et
I’AMP, de I’ordre du uM au nM selon les études (Hawkins et al., 1973; Roth & Weiner,
1991). L’adénosine, quant a elle, est a une concentration physiologique de 25 a 250 nM (Kroll
etal., 1992; Deussen et al., 1999; Dunwiddie & Masino, 2001).

Les dérivés de I’ATP ont une fonction de senseur métabolique. Ainsi, lors d’une demande
énergétique ou d’un stress cellulaire comme une hypoxie, les niveaux d’ATP vont baisser au
profit de I’ADP (Headrick & Willis, 1990). L’augmentation d’ADP va tout d’abord activer
I’adénylate kinase, qui converti 2 ADP en ATP + AMP (Ballard, 1970). Cette augmentation
d’AMP consécutive va étre dégradée en adénosine (Bak & Ingwall, 1998; Decking et al.,
1997; Headrick & Willis, 1990) aboutissant a une augmentation d’adénosine intracellulaire.
De cette maniére, les quantités d’adénosine peuvent atteindre jusqu’a 30 uM dans le cerveau
et le coeur (Latini et al., 1999; Manthei et al., 1998) et 100 uM dans la moelle épiniére
(McAdoo et al., 2000).

2.2. Production de PATP

La production d’ATP au niveau cellulaire se fait via différentes voies, a savoir la
glycolyse, le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative (pour revue voir Bonora et al.,
2012). Lors de la glycolyse, le glucose, principal métabolite énergétique de la cellule, est
converti en pyruvate générant 2 ATP. Le pyruvate est ensuite converti en acétyl-coenzyme A
(un dérivé de I’adénosine, Figure 6A) et orienté vers le cycle de Krebs, permettant la
production de NADH (nicotinamide adénine dinucléotide sous forme réduite, un autre dérivé
de I’adénosine, structure en Figure 6B) qui sera utilisé dans la chaine respiratoire

mitochondriale. Le NADH permet de créer un gradient de protons a travers la membrane
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interne de la mitochondrie afin de produire massivement de I’ATP via phosphorylation
oxydative, grace a I’ATP synthase mitochondriale. L’acétyl-coenzyme A (ACoA) peut
également étre produite par du catabolisme des lipides et des protides.

Dans le milieu extracellulaire, I’ATP a une demi-vie relativement courte de 20 secondes
due a la présence d’enzymes, les ectonucléotidases, capables de 1I’hydrolyser trés rapidement
(Picher et al., 2004). Ainsi, la concentration en ATP au niveau extracellulaire est de 1 a 10
nM, soit un million de fois moins concentrée qu’au niveau intracellulaire (Melani et al.,
2005). En condition de stress cellulaire, comme lors d’une ischémie ou d’une épilepsie, I’ATP
extracellulaire augmente de 1,5 a 10 fois son niveau de base, mais elle est rapidement

dégradée par les ectonucléotidases (Lietsche et al., 2016; Melani et al., 2005).
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Figure 6: Structure de I’acétyl-coenzyme A (ACo0A), du nicotinamide adénine dinucléotide
réduit (NADH), de la S-adénosyl-L-méthionine (SAM) et de la S-adénosyl-L-homocystéine
(SAH). L’ACoA (A), le NADH (B), le SAM (C) et le SAH (D) contiennent une adénosine (indiquée
en bleu) dans leur structure. Le SAM est le principal donneur de méthyl (groupement méthyl indiqué
en vert) dans la cellule (C).

2.3. Production de I’adénosine

La production intracellulaire d’adénosine repose sur trois enzymes : la 5’-nucléotidase (ou
nucléotide phosphate) sélective de I’AMP, la 5’-ectonucléotidase et la S-adenosyl-L-
homocystéine (SAH) hydroxylase (Figure 7).

La 5’-nucléotidase sélective de I’AMP est responsable de la production de 70% de
I’adénosine dans le cceur (Darvish et al., 1996; Garvey & Prus, 1999), permettant
d’hydrolyser ’AMP en adénosine et de libérer un groupement phosphate. Cette enzyme est

régulée positivement par I’ADP, qui augmente lors d’une demande énergétique (associée a
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une diminution de I’ATP et donc une augmentation du ratio ATP/ADP) ou liée a une hypoxie
empéchant la production d’ATP par les mitochondries.

L’ectonucléotidase CD73, aussi appelé ecto-5 -nucléotidase (NT5E), est une glycoprotéine
membranaire qui, comme ’enzyme précédente, va hydrolyser I’AMP. Ces deux enzymes, aux
réles similaires, sont le résultat d’une évolution convergente car elles se sont développées
séparément (Misumi et al., 1990; Sala-Newby et al., 1999). Mais contrairement a la
5’-nucléotidase, I’activité de CD73 est inhibée par I’ATP et I’ADP. Il faut noter que
I’hydrolyse de ’ATP en AMP est assurée par 1’ectonucléotidase CD39, aussi appelée ecto-
nucléotide triphosphate diphosphohydrolase 1 (ENTDP1) (Zimmermann, 2006; Zimmermann
et al., 2012). Ces ectonucléotidases sont trés performantes et convertissent I’ATP en
adénosine en 50 ms (Dunwiddie et al., 1997).

La troisitme voie de production de [’adénosine est liée a I’hydrolyse de la
S-adénosyl-L-homocystéine (SAH, structure en Figure 6D) par la SAH hydrolase. Cette
enzyme est essentielle au maintien du niveau de base d’adénosine dans le cceur, mais son role
dans le cerveau semble toutefois bien plus limité (Dulla et al., 2005; Pascual, 2005; Frenguelli
et al., 2007). Cette enzyme présente la particularité d’étre réversible, et son action vers la
production d’adénosine ou de SAH va dépendre de la concentration intracellulaire
d’adénosine et d’homocystéine (Loncar et al., 1997). Cependant, celle-ci est principalement
orientée vers 1’hydrolyse de la SAH car 1’adénosine et I’homocystéine sont touteS deux
rapidement métabolisées (Deussen et al., 1988). Il est intéressant de noter que le précurseur de
la SAH, la S-adénosyl-L-méthionine (SAM, structure en Figure 6C), est le principal donneur
de méthyl de I’organisme. A ce titre, cette voie est impliquée dans les processus épigénétiques
de méthylation de I’ADN, permettant la répression des génes (Cantoni, 1952).

Au niveau extracellulaire, la quantité d’adénosine dépend, d’une part, de I’hydrolyse
successive de I’ATP par les ectonucléotidases CD39 et CD73, et d’autre part, de son transport

a travers la membrane plasmique.
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Figure 7 : Voies de production et de dégradation de I'adénosine. L’adénosine est produite a partir
de I’hydrolyse de I’AMP par les 5’-nucléotidases ou par 1I’hydrolyse de la SAH. Les deux enzymes
responsables de la dégradation de 1’adénosine sont 1’adénosine kinase et 1’adénosine déaminase,
produisant respectivement de I’AMP et de I’inosine. L’inosine est orientée vers la voie des xanthines
aboutisant a la formation d’acide urique et a son élimination dans les urines. 5’-ntase : 5 -nucleotidase,
PD : ectophosphodiesterase, ADA : adénosine déaminase, SAHH : SAH hydrolase, SHMT : S-
adenosyl methyl transférase, PNP : purine nucleoside phosphorylase, ADK : adénosine kinase. Inspiré
de Schmidt et al., 2007.

2.4. Transport de ’adénosine

L’adénosine est transportée entre les compartiments intra- et extracellulaires via deux types
de transporteurs : les transporteurs équilibratifs de nucléotides (appartenant a la famille des
« solute carrier family 28 ») et les transporteurs concentratifs de nucléotides (de la famille des
« solute carrier family 29 »).

Les transporteurs de nucléosides équilibratifs (ENT1, 2, 3, 4) sont bidirectionnels,
indépendants de tout gradient de sodium et permettent une diffusion suivant le gradient de
part et d’autre de la membrane (Baldwin et al., 2004; Molina-Arcas et al., 2009). Ils sont
exprimés de fagon ubiquitaire dans 1’organisme. Seuls les ENT1 et 2 permettent le transport

optimal de I’adénosine.
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Les transporteurs de nucleosides concentratifs (CNT 2, 3) sont undirectionnels, permettant
uniquement le transport de 1’adénosine du milieu extracellulaire vers le cytosol. Le transport
d’une adénosine se fait contre un gradient de concentration et nécessite un ou deux sodium,
respectivement pour CNT2 et 3 (Gray et al., 2004). Ces transporteurs sont particulierement

enrichis dans le cerveau et les cellules immunitaires.

2.5. Dégradation de ’adénosine

Les deux enzymes responsables de la dégradation de 1’adénosine sont I’adénosine kinase et
I’adénosine déaminase (Figure 7). L’adénosine kinase permet la conversion de 1’adénosine en
AMP, avec une constante de Michaelis-Menten? (Km) de 2 uM (Borea et al., 2016).
L’adénosine déaminase va elle convertir I’adénosine en inosine (cf. Figure 4B page 28), avec
un Kn de 17-45 uM (Borea et al., 2016). Ainsi, des travaux ont montré que le blocage de
I’adénosine kinase induisait une augmentation d’adénosine, contrairement au blocage de
I’adénosine déaminase qui n’a aucun effet (Kowaluk & Jarvis, 2000). Ainsi, 1’adénosine
kinase est la principale enzyme de dégradation de 1’adénosine en conditions physiologiques.
Toutefois, une déficience de 1’adénosine déaminase est associée a une immunodéficience
(Bradford et al., 2017) mais également a certaines maladies neurodégénératives comme la
maladie d’Alzheimer (Khermesh et al., 2016; Alonso-Andreés et al., 2018).

Comme nous avons pu le voir, les purines sont impliquées dans de nombreux processus
physiologiques, a la fois dans le métabolisme (ATP/ADP), I’encodage génétique (bases A et
G), la méthylation de I’ADN (SAM) et le stress oxydant (NADH). Toutefois, leur réle ne

s’arréte pas la. En effet, ces molécules ont également un rdle dans la signalisation.

3. La signalisation purinergique

3.1. Les purines comme molécules de signalisation

L’adénosine et ses dérivés phosphorylés présentent des fonctions de signalisation.
Originellement, I’ATP a sans doute été un signal de danger pour les cellules. Nous avons vu
précedemment que I’ATP est tres concentrée dans les cellules et jusqu’a un million de fois
moins dans le milieu extracellulaire. Ainsi, toute augmentation extracellulaire d’ATP
témoigne d’une rupture de I’intégrité cellulaire, ce qui suggére 1’existence d’un danger

(Burnstock, 1996; Hoyle, 2011). Par la suite, ce systeme de communication basé sur les

2 La constante de Michaelis-Menten (Km) correspond a la valeur de la concentration de substrat pour laquelle
la vitesse de réaction enzymatique est égale a la moitié de la vitesse maximale (Vimax).
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purines a gagneé en complexité via I’apparition (1) d’enzymes de dégradation de I’ATP, (2) de
mécanismes controlés de liberation des purines, et (3) des récepteurs aux purines.

En premier lieu, I’apparition d’enzymes de dégradation, rapides et efficaces, ont permis de
mieux contréler les niveaux d’ATP extracellulaire. Ces deux enzymes sont CD39 et CD73,
gque nous avons déja vu (Zimmermann, 2006; Zimmermann et al., 2012). Ce sont
probablement les premiers composants du systéme purinergique a étre apparus, étant
retrouvees dans les bactéries et les protozoaires (Zimmermann et al., 2012).

En deuxiéme licu, ’ATP a pu étre libéré de facon contr6lée via des canaux perméables a
I’ATP tels que la connexine-43 (Cx43) et la pannexine-1 (Panx1) (Chever et al., 2014;
Lopatar et al., 2015; Orellana et al., 2015; Montero & Orellana, 2015) et plus tard, chez les
organismes pluricellulaires (Zimmermann, 1994; Burnstock, 2007; Imura et al., 2013).
L’adénosine est également présente dans les vésicules de sécrétion (Corti et al., 2013),
contrairement a ce qui a longtemps été pensé (Zimmermann, 1994).

En dernier lieu, les récepteurs aux purines sont apparus de maniére séquentielle au cours de
I’évolution. Les tous premiers a étre apparus ont été les récepteurs ionotropiques sensibles a
I’ATP, les P2X. lls étaient probablement déja présents chez le dernier ancétre commun
universel (LUCA), étant présents a la fois chez les protozoaires, champignons, plantes et les
animaux primitifs. (Chiu et al., 1999; Fountain & Burnstock, 2009; Burnstock & Verkhratsky,
2012). Dans un second temps sont apparus d’autres types de récepteurs, les récepteurs couplés
aux protéines G. Les plus anciens d’entre eux étant probablement les récepteurs sensibles a
I’AMP cyclique (AMPc) (CAR1-4), car retrouvés chez les procaryotes et les eucaryotes (Kim
& Wu, 1996; Liebmann et al., 2004; Bai et al., 2007). Puis sont apparus chez les eucaryotes
les récepteurs a 1’adénosine P1, présents dans les anémones de mer, les insectes ou encore les
étoiles de mer (Mustard, 2014). Bien plus tard sont apparus les récepteurs couplés aux
protéines G sensibles a ’ATP et ses dérivés, les P2Y, dont les premiers membres ont été
retrouves chez les requins et les raies (Hoyle, 2011). Trés récemment, un autre type de
récepteur a été mis en évidence, sensible a 1’adénine, les PO (ou AdeR), uniquement décrits

chez la souris et le hamster a I’heure actuelle (Knospe et al., 2013; Thimm et al., 2013).

3.2. Mise en évidence de la signalisation des purines

Cela fait plus de 90 ans que la signalisation par les purines, en particulier les dérivés de
I’adénine, tels que 1’adénosine et I’ATP, ont été mis en évidence. Les premiers travaux ont
montré que I’ATP était capable d’induire des phénomeénes biologiques au niveau cellulaire

tels que I’induction d’un ralentissement du rythme cardiaque et d’une vasodilatation du

34



INTRODUCTION Chapitre I ; Le systéme purinergique

muscle utérin et intestinal (Drury & Szent-Gyoérgyi, 1929; Gillespie, 1934). Le réle direct de
I’ATP au niveau de la jonction neuromusculaire a été lui mis en évidence a partir de 1944 par
Buchthal et Kahlson (Buchthal & Folkow, 1944), ainsi que son rdle modulateur sur 1’action
de I’acétylcholine (ACh) (Buchthal & Folkow, 1948; Buchthal & Kahlson, 1944). Son rdle a
par la suite été exploré au niveau du systeme nerveux central (SNC), d’abord montré dans la
moelle épiniere (Buchthal et al., 1947) puis au niveau du cerveau (Feldberg & Sherwood,
1954; Finger et al., 2005). Il a été montré que 1’adénosine et I’ATP induisaient des effets au
niveau cérébral, provoguant une ataxie et une somnolence mais pouvait également exciter les
neurones (Babskii & Malkiman, 1950; Galindo et al., 1967). Par la suite, différents travaux
ont suggéré que I’ATP serait un neurotransmetteur a part entiére. Les travaux de Holton et
Holton ont ainsi montré que I’ATP pouvait activer les nerfs (Holton & Holton, 1954; Holton,
1959). Le concept de « nerfs purinergiques » a été pour la premiere fois employé par Geoffrey
Burnstock en 1972 (Burnstock, 1972), stipulant qu’une population de neurones avait pour
neurotransmetteur principal I’ATP. Bien que ce concept ait été largement critiqué pendant une
vingtaine d’années, il est maintenant admis que ’ATP est en mesure d’agir comme un

neurotransmetteur.

3.3. Découverte des récepteur purinergiques

Les récepteurs aux purines, aussi appelés récepteurs purinergiques, ont été mis en évidence
en 1976 (Burnstock, 1976), mettant en avant I’existence potenticlle de deux types de
récepteurs, reconnaissant I’ATP ou 1’adénosine, et également couplés a une signalisation
dépendante de I’AMPc. Deux ans plus tard, Burnstock propose de distinguer les récepteurs en
deux classes : les P1 sensibles aux nucléosides (adénosine) et les P2 sensibles aux nucléotides
(ATP/ADP) (Figure 8) (Burnstock, 1978).

A cette méme période, deux types de récepteurs P1 ont été identifies : Al (inhibant
I’adénylate cyclase) et A2 (activant 1’adénylate cyclase, permettant la production d’AMPc)
(van Calker et al., 1979; Londos et al., 1980). Tous deux sont des récepteurs couplés aux
protéines G (RCPG), a sept domaines transmembranaires. Concernant les P2, deux formes ont
été identifiées a partir de 1985, les P2X et P2Y, basées sur leur affinité aux analogues de
I’ATP et aux antagonistes des P2 (Burnstock & Kennedy, 1985). Par la suite, d’autres types
de récepteurs P2 ont été proposés (P2T, P2Z, P2U) (Gordon, 1986; Seifert & Schultz, 1989;
O’Connor et al., 1991) avant qu’une classification uniformisée ne soit réalisée. De cette
facon, les récepteurs P2 ont été classés en deux groupes : les P2X qui sont ionotropiques

(c’est-a-dire qui laissent passer un flux d’ion a travers la membrane suite a leur activation par
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un ligand) et les P2Y qui sont métabotropiques (a la facon des récepteurs P1, ce sont des
RCPG) (Abbracchio & Burnstock, 1994). Cette classification est basée sur les découvertes de
I’époque a la fois sur la transduction des récepteurs (Dubyak, 1991) mais aussi sur la structure
des récepteurs (Lustig et al., 1993; Webb et al., 1993; Brake et al., 1994; Valera et al., 1994).

Récepteurs P1 Récepteurs P2Y Récepteurs P2X

PPP

@ 9 5

Signalisation intracellulaire Entrée de K*, Nat, Ca2t

Figure 8 : Les récepteurs purinergiques. Les récepteurs P1 sont sensibles aux nucléosides comme
I’adénosine. Les récepteurs P2 sont, eux, sensibles aux nucléotides tels que I’ADP et I’ATP mais
également les dérivés UDP et UTP. Les récepteurs P2X sont des récepteurs ionotropiques et les
récepteurs P2Y et P1 sont des récepteurs métabotropiques.

3.4. Les recepteur P2 sensibles aux nucléotides

L’ATP posséde des fonctions de modulation de la neurotransmission, de la
neuroinflammation, de ’activité des cellules gliales, agissant a la fois comme une molécule de
communication paracrine ou comme neurotransmetteurs. Ces différentes fonctions mettent en
jeux les récepteurs P2. A I’heure actuelle, 15 récepteurs P2 sont connus (Coddou et al., 2011;
von Kigelgen & Hoffmann, 2016), dont sept P2X (récepteurs ionotropiques) et huit P2Y

(récepteurs métabotropiques).
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3.4.1. Les récepteurs ionotropiques P2X

Les récepteurs P2X sont constitués de deux domaines transmembranaires, d’une queue
C-terminale (C-ter, COOH) et N-terminale (N-ter, NH2) ainsi que d’une longue boucle
extracellulaire. Cette derniere contient 10 résidus cystéines conservés permettant la formation
de ponts disulfures. Les P2X possédent une forte homologie de séquences d’acides aminés
entre eux, allant de 30 a 50% (Ormond et al., 2006; Jarvis & Khakh, 2009; Habermacher et
al., 2016). Ces récepteurs forment des trimeres constituant un canal. Ces trimeres peuvent
s’établir sous forme d’hétérotrimeres (incluants différents récepteurs P2X) ou d’homodimeres
(un seul type de P2X) (Tableau 1) (North, 2002; Saul et al., 2013). Ces canaux sont
perméables a différents ions tels que le calcium Ca?* et le chlorure CI". (Samways et al.,
2014).

On dénombre a I’heure actuelle sept récepteurs ionotropiques P2X: P2X1-7. La
composition des triméres de P2X module 1’affinité du canal pour le Ca?* et le Na* (Egan &
Khakh, 2004). Lorsque le nucléotide se liec aux P2X, I’activation de ces récepteurs induit une
dépolarisation de la membrane liée a I’augmentation de Na* et de Ca?* libre cytosolique. Ces
mécanismes influent sur la propagation des potentiels d’action mais également sur les
fonctions sensibles au calcium telles que la prolifération, la sécrétion, la migration et 1’activité
synaptique via plusieurs voies de signalisation intracellulaire comme les voies PKC, MAPK et
AKT (Heo & Han, 2006; Neary et al., 2008; Tsao et al., 2013; Tang & llles, 2017).

Récepteur ACi_deS Partenaires (homo/hétéromere) Affinite Désensibilisation
amines al’ATP

P2X1 399 P2X1, P2X1/2, P2X1/4, P2X1/5 | Forte Rapide
P2X2 471 P2X1/2, P2X2, P2X2/3, P2X2/6 | Faible Lente
P2X3 397 P2X2/3, P2X3 Forte Rapide
P2X4 388 P2X4, P2X1/4, P2X4/6, P2X4/7 | Faible Lente
P2X5 422 P2X1/5, P2X5 Forte Lente
P2X6 441 P2X6, P2X2/6, P2X4/6 Inactif | Pas de courant
P2X7 595 P2X7, P2X4[7 Faible Non

Tableau 1 : Principales caractéristiques des récepteurs P2X (North, 2002; Saul et al., 2013).
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3.4.2. Les récepteurs métabotropiques P2Y

Au méme titre que les récepteurs P1, les P2Y sont des RCPG, avec une extrémité N-ter
extracellulaire et C-ter intracellulaire. Cette derniére est également riche en séquences
consensus phosphorylables. Huit sous-types ont été identifies, basés sur leur affinité pour les
nucléotides : P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 et P2XY11-14. A noter que les récepteurs P2Y5,
P2Y9 et P2Y10 ont été retirés de la nomenclature, ne présentant pas assez d’affinité pour
leurs ligands et n’ayant pas une signalisation suffisament établie ; ils sont ainsi redevenus des
récepteurs orphelins. Ces récepteurs présentent une homologie de séquence moins importante
entre eux, variant de 19 a 55% (von Kigelgen & Hoffmann, 2016). Au niveau
pharmacologique, ils sont trés différents, avec des sous-types particulierement sensibles aux
nucléotides diphosphates. Leurs structures et propriétés pharmacologiques sont différentes,
avec des tailles de 328 a 421 acides aminés, couplés aux protéines Ggi1 et/ou Gio, et
présentant également une affinité différentielle pour les nucléotides (Tableau 2) (von
Kigelgen & Hoffmann, 2016).

Leur activation contribue également a une myriade de fonctions parmi lesquelles la
prolifération, la phagocytose, la sécrétion et I’adhésion cellulaire via des voies intracellulaires
telles la voie Gg/PLC/IP3, MAPK, ERK et CREB (Erb & Weisman, 2012; Van Kolen &
Slegers, 2006; Langfelder et al., 2015; Illes & Rubini, 2017).

Récepteur | Acides aminés Agoniste principal Protéine G
P2Y1 373 ADP Ggn1
P2Y?2 377 ATP, UTP Gg1
P2Y4 365 UTP, (ATP antagoniste) | Ggqui, Gi
P2Y6 328/421 UTP Ggn1
P2Y11 371/374 ATP Gygni, Gs
P2Y12 342 ADP, (ATP antagoniste) Gi
P2Y13 354 ADP Gi
P2Y14 338 UDP Giro

Tableau 2 : Principales caractéristiques des récepteurs P2Y (von Kigelgen & Hoffmann, 2016) ‘
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3.5. Les récepteurs P1 sensibles aux nucléosides

Les récepteurs a I’adénosine (ou P1) sont des RCPG dont chacun des sept domaines
transmembranaires est composé de 21 a 28 acides aminés. lls possedent une extrémité N-ter
extracellulaire, une extrémité C-ter intracellulaire, trois boucles extracellulaires (EC1, 2, 3) et
trois boucles intracellulaires (IC1, 2, 3). Il faut noter que les boucles EC2 et IC3 sont
particulierement longues. Les sept domaines forment une poche permettant la liaison a
I’adénosine et autres molécules.

Il existe quatre récepteurs adénosinergiques : A1, Az2a, Azp et As (Fredholm et al., 2001a).
On retrouve les récepteurs adénosinergiques chez tous les eucaryotes, sous différentes formes
(pour revue voir Burnstock & Verkhratsky, 2012). Ces récepteurs divergent par leurs
fonctionnalités, leurs voies d’activations et leurs propriétés pharmacologiques (pour revue
voir Borea et al., 2018). lls possédent des sequences relativement homologues entre eux, les
plus proches étant le A1R et AzR ainsi que A2aR et A2eR avec 46,5% d’homologie, et les plus
distants sont le A2aR et AsR avec 32% d’homologie (Borea et al., 2018). En activant ses
récepteurs cibles, ’adénosine module physiologiquement de nombreuses fonctions centrales
telles que le cycle veille-sommeil, 1’activité motrice et certaines fonctions cognitives (anxiété,

dépression, mémoire) (Dias et al., 2013).

3.5.1. Les récepteur adénosinergique Ax (A:R)

Le récepteur A1 (A:R) est issu du gene ADORA1 de 77 kilobases (Kb), cloné pour la
premiere fois en 1991 dans I’hippocampe (Libert et al., 1991; Mahan et al., 1991; Reppert et
al., 1991; Libert et al., 1992; Townsend-Nicholson & Shine, 1992) et localisé sur le
chromosome 1g32.1 (chez I’homme) et 1 (chez la souris) (Townsend-Nicholson et al., 1995).
Il est composé de deux exons interrompus par un seul intron, codant une protéine unique de
326 acides aminés (chez I’homme et la souris). Il est exprimé dans tous les tissus mais
particulierement dans le cerveau (Reppert et al., 1991). L’affinité de ce récepteur pour
I’adénosine est de 1-10 nM (Borea et al.,, 2018). Le AiR est couplé a une protéine G
inhibitrice (Gi/0), qui inhibe I’adénylate cyclase et réduit ainsi la production d’AMP cyclique
(AMPc) (Figure 9). En outre, ce récepteur intéragit avec d’autres partenaires comme la
phospholipase C, augmentant ainsi 1’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et les niveaux de
calcium Ca?" intracellulaire permettant I’activation de protéines kinases calcium-dépendantes
(PKC) et aux protéines liant le calcium. Il est également en mesure de favoriser la sortie de
potassium via différents types de canaux potassiques, tout en réduisant les canaux calciques
de type Q, P et N (Borea et al., 2018).
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Figure 9 : Les voies de signalisation du récepteur A: Le AiR via son couplage a une protéine Gi
inhibitrice va réguler négativement 1’adénylate cyclase. Il va également activer la phospholipase C afin
d’augmenter le Ca®" cytosolique et d’activer la voie PKC. Il permet également la sortie de potassium
et va activer différentes voies de signalisation intracellulaire (Borea et al., 2018).

3.5.2. Récepteur adénosinergique Aza (A2aR)

Le récepteur Aoa (A2aR) est issu du gene ADORA2A de 24 Kb, cloné pour la premiére fois
en 1990 (Maenhaut et al., 1990; Furlong et al., 1992) et localisé sur le chromosome 22¢11.23
(chez ’homme) et 10 (chez la souris) (Le et al., 1996; MacCollin et al., 1994; Peterfreund et
al., 1996). Il est composé de deux exons interrompus par un seul intron, codant une protéine
Aoa de 410 ou de 409 acides aminés, respectivement chez I’'Homme ou la souris. Il est
également ubiquitaire (Fredholm et al., 2007) mais particulierement exprimé dans les
ganglions de la base (notamment dans le striatum, composé du noyau accumbens, du putamen
et du noyau caudé) et a des niveaux plus faibles dans les autres régions du cerveau comme
I’hippocampe et le néocortex (Cunha et al., 1994; Jarvis & Williams, 1989; Kirk &
Richardson, 1995).

L’affinité de ce récepteur pour I’adénosine est de 30 nM (Borea et al., 2018). Le AzaR est
couplé a la protéine G activatrice Gs (et Goir dans le striatum), favorisant ’activation de
I’adénylate cyclase et ainsi la production d’AMPc (Figure 10). L’AMPc est un messager
intracellulaire activant la protéine kinase A (PKA) et la protéine liant I’élément de réponse a
I’AMPc (CREB). Ces protéines permettent, respectivement, de phosphoryler d’autres
protéines afin d’en moduler la fonction et de réguler I’expression génique. Le AxaR peut
également interagir via son extrémité C-ter intracellulaire particuliérement longue avec
d’autres partenaires comme les MAPK, les récepteurs D2, 1’a-actinine, la B-arrestine, ARNO

(ADP-ribosylation factor nucleotide site opener), USP4 (ubiquitin-specific protease), TRAX
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(translin-associated protein X) et la calmoduline (Borea et al., 2018; Li et al., 2015a;
Tossavainen et al., 2015). Cette séquence C-ter est trés conservee parmi les mammiféres.

Le A2aR forme des hétéromeres avec plusieurs autres RCPGs, modifiant ainsi leur
fonctionnement, tels que des récepteurs couplés a des protéines G comme les récepteurs
dopaminergiques D2 (Hillion et al., 2002), les récepteurs A1 (Ciruela et al., 2006), les
récepteurs Azg (Moriyama & Sitkovsky, 2010), les récepteurs cannabinoides CB1R (Carriba
et al., 2007), les récepteurs métabotropiques au glutamate mGLURS (Ferré et al., 2002), mais
¢galement a des enzymes comme 1’adénosine déaminase (Gracia et al., 2011) et
I’ectonucléotidase CD73 (Augusto et al., 2013). Par ailleurs, de nombreux travaux ont
également établi un réle entre le A2aR et le BDNF (brain derived-neurotrophic factor ; le
principal facteurs neurotrophique du cerveau) (Lee & Chao, 2001), que ce soit au niveau de sa
disponibilité (Tebano et al., 2008) et de son effet sur le renforcement de la plasticité
synaptique (Diogenes et al., 2014; Vaz et al., 2015). Nous reverrons 1’effet neuromodulateur

du Az2aR plus en détail dans le chapitre suivant.
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Figure 10 : Les voies de signalisation du récepteur Aza. Le A2aR via son couplage & une protéine
Gs activatrice va activer 1’adénylate cyclase. Cela va lui permettre, via la production d’AMPc,
d’activer de nombreuses voies de signalisation intracellulaire telles que PKA/CREB ou p38 MAPK
(Borea et al., 2018).

3.5.3. Récepteur adénosinergique Azs (A2sR)
Le récepteur Azg est codé par le gene ADORA2B de 31 Kb, également cloné en 1992
(Pierce et al., 1992) et localisé sur le chromosome 17p11.2-12 (humain) et 11 (souris). Il est
composé de deux exons interrompus par un seul intron, codant une protéine unique de 328 ou

332 acides aminés, respectivement chez I’homme et la souris. Il est fortement exprimé dans
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de nombreux tissus péripheriques comme les fibroblastes, les cellules musculaires lisses, les
cellules endothéliales et immunitaires — mais moins dans le cerveau. Parmi les quatres
récepteurs a I’adénosine, le A2gR est celui qui posséde la plus faible affinité pour 1’adénosine,
de I’ordre de 1 uM. Ce récepteur est couplé aux protéines Gs et Gq, cette derniére étant
couplée a la phospholipase C, une enzyme capable de convertir le PIP2 (phosphatidylinositol
biphosphate) en IP3 (inosital triphosphate) et diacylglycérol (DAG) (Figure 11). L’TP3 permet
la libération de Ca2+ du reticulum endoplasmique et le DAG active la protéine kinase C
(PKC).

Ce récepteur est peu caractérisé puisque sa faible affinité pour son agoniste lui suggére un
role mineur en condition physiologique. Cependant, dans un contexte pathologique, a la
maniere du A2aR, I’expression du AzgR augmente, notamment durant les phénomenes
d’hypoxie et d’inflammation (Vecchio et al., 2019). Cette surexpression serait liée au facteur
de transcription HIF-1a, un régulateur de la réponse a I’hypoxie (Kong et al., 2006; Eckle et
al., 2014).
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Figure 11 : Les voies de signalisation du récepteur Azs (Borea et al., 2018). Le AR via son
couplage a une protéine Gs excitatrice va activer 1’adénylate cyclase lui permettant d’activer
différentes voies de signalisation intracellulaire. Il est également capable d’activer la phospholipase C
afin d’augmenter le Ca?* cytosolique et d’activer la voie PKC (Borea et al., 2018).

3.5.4. Récepteur adénosinergique Az AsR)

Le récepteur As est codé par le géene ADORAS3 de 4,3 Kb, cloné en 1992 (Sajjadi &
Firestein, 1993; Salvatore et al., 1993) et localisé sur le chromosome 1p13.2 (chez I’homme)
et 3 (chez la souris) (Monitto et al., 1995; Murrison et al., 1995). Il est composé de deux
exons interrompus par un seul intron, codant une protéine unique de 318 ou 320 acides

aminés, respectivement chez ’homme et chez la souris. Il est exprimé dans de nombreux
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tissus mais particulierement dans les cellules inflammatoires et cancéreuses, ainsi que dans les
testicules, la moelle épiniére, les glandes surrénales, la substance noire et la rate (Salvatore et
al., 1993). L’affinité de ce récepteur pour 1’adénosine est de 100 nM (Borea et al., 2018). Ce
récepteur est couplé a la protéine Gi et Gq (Figure 12). Tout comme pour le AR, peu de
données sont disponibles sur le AsR. Cependant, de nombreuses études lui attribuent un role
dans la neuroinflammation (Jacobson et al., 2018) et dans le cancer (Cohen & Fishman,
2019).
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Figure 12 : Les voies de signalisation du récepteur As; (Borea et al., 2018). Le AsR via son
couplage a une protéine Gi inhibitrice et Gg va réguler négativement 1’adénylate cyclase. Il va
également activer la phospholipase C afin d’augmenter le Ca®* cytosolique et d’activer la voie PKC. 11
permet également la sortie de potassium et va activer différentes voies de signalisation intracellulaire
(Borea et al., 2018).

Nous I’avons vu au cours de ce chapitre, la signalisation purinergique joue un rdle
important dans le fonctionnement des cellules. Plus particuliérement, les dérivés de 1’adénine
au niveau extracellulaire sont capables d’influer sur les fonctions cellulaires via leurs
récepteurs. A ce titre, les récepteurs adénosinergiques® sont exprimés de fagon ubiquitaire
mais sont particulierement enrichis dans le cerveau. Dans le prochain chapitre nous tenterons
de comprendre leur réle modulateur des fonctions cérébrales et également leurs implications

dans diverses pathologies.

3 Sensible a I’adénosine
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Chapitre Il : ROle de ’adénosine dans le cerveau

L’adénosine joue un réle neuromodulateur tres important dans le cerveau, que nous allons
voir au cours de chapitre. En effet, les différents récepteurs adénosinergiques, décrits
précédemment, sont particulierement exprimés dans le cerveau ce qui a donné lieu a de
nombreux travaux travaux de recherche. Leurs implications, a la fois dans les phénomenes
physiologiques comme le cycle veille-sommeil ou la plasticité synaptique, mais également
dans les conditions pathologiques telles que les maladies neurodégénératives en font des

cibles de choix pour de nouvelle pistes thérapeutiques.

1. Expression au niveau central des récepteurs a I’adénosine

Les quatres récepteurs a 1’adénosine, A1, A2a, Azs et Az sont exprimes dans le SNC
humain et murin, avec toutefois une certaine disparité. En effet, les sous-types AiR et A2aR
sont de loin les plus représentés, contrairement au A2sR et AsR qui sont trés peu exprimés au
niveau central et de ce fait moins étudiés (Figure 13).

Le AR est le plus exprimé au niveau cérébral, particulierement enrichi dans les régions du
néocortex, du cervelet, de la moelle épiniére et de I’hippocampe, une région trés importante
pour la mémoire (Figure 13) (Goodman & Synder, 1982). Le A2aR est lui tres enrichi dans la
région du striatum et dans le bulbe olfactif (Bruns et al., 1986). Toutefois, ce récepteur est
également présent en quantité plus modeste dans les autres régions du cerveau tels que le
néocortex ou I’hippocampe (Sebastido & Ribeiro, 1992; Cunha et al., 1994). Le A2gR est trés
peu exprimé dans le cerveau (Dixon et al., 1996) et le AsR est uniquement présent dans
I’hippocampe et la moelle épiniére, en quantité relativement faible (Fredholm et al., 2001b).

Additionnellement a leurs localisations tissulaires, les récepteurs adénosinergiques sont
également retrouvés a la surface d’une multitude de types cellulaires dans le cerveau, tels que

les neurones et les cellules gliales, leurs conférants des fonctions multiples et variées.
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2. Récepteurs adéenosinergiques et neurones

2.1. Principales fonctions des neurones

Les neurones sont des cellules spécialisées dans la transmission d’information a travers le
cerveau. lls sont organisés sous formes de réseaux responsables de toutes les fonctions
cognitives telles que I’apprentissage d’une tache, I’encodage d’un souvenir ou encore la
reconnaissance d’un visage. Classiquement, les neurones ont une structure polarisée bien
particuliére : un corps cellulaire, de nombreuses dendrites et un axone. Les dendrites sont des
ramifications issues du corps cellulaires qui portent les épines dendritiques, lesquelles
constituent la partie post-synaptique des synapses, recevant des informations d’autres
neurones. De son coOté, I’axone est un prolongement unique, méme s’il peut y en avoir
plusieurs dans certains neurones, pouvant mesurer jusqu’a 25 metres chez le rorqual bleu, qui
est le plus grand animal a I’heure actuelle (Smith, 2009). L’axone s’arborise a son extrémité
pour se connecter a d’autres neurones via la formation des extrémités présynaptiques.
Classiquement, on distingue deux types de neurones, les excitateurs et les inhibiteurs, c’est-a-
dire qui vont déclencher ou réprimer I’activation de I’extrémité postsynaptique et la
transmission du signal. Cette caractéristique est liée aux neurotransmetteurs libérés par les
neurones, qui vont interagir au niveau des récepteurs post-synaptiques et avoir un effet
excitateur ou inhibiteur. Ainsi, la majorité des synapses, environ 90%, libére du glutamate,
qui est le principal neurotransmetteur excitateur du cerveau. Parmi les 10% restants, 90% des
synapses libérent de 1’acide vy-amino butyriqgue (GABA), qui est le principal
neurotransmetteur inhibiteur du cerveau. Les neurones restants présentent d’autres types de
neurotransmetteurs comme 1’acétylcholine ou la dopamine. A titre d’exemple, dans
I’hippocampe, une région particulierement impliquée dans les processus mnésiques, se trouve
une couche de cellules pyramidales glutamatergiques. Ces derniéres recoivent environ 30 000
connexions excitatrices contre seulement 1700 inhibitrices (Megias et al., 2001). Il existe
toutefois une multitude de neurotransmetteurs qui ont des effets drastiquement différents
(Wheeler et al., 2015).

2.2. La plasticité synaptique

Afin que le réseau neuronal soit efficace, il doit étre plastique. En d’autres termes,
I’efficacité synaptique doit étre en mesure de se renforcer, ou de se réduire, et cela afin
d’encoder des informations précises tels que des souvenirs. Ces phénoménes sont regroupés

sous le terme de plasticité synaptique (Hobbiss et al., 2018). IlIs ont pour la premiére fois été
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mis en évidence lors d’une stimulation neuronale a haute fréquence, permettant aux
stimulations suivantes d’induire une réponse du neurone plus importante, c’est la
potentialisation a long terme (LTP pour long term potentiation) (Abraham et al., 1994, 2002;
Citri & Malenka, 2008; Lynch, 2004; Staubli & Scafidi, 1997). A I’inverse, une stimulation a
basse fréquence va conduire a diminuer la réponse aux stimulations ultérieures, c’est la
dépression a long terme (LTD pour long term depotentiation). Cette plasticité apparait suite a
des mécanises précoces, juste aprés la stimulation (E-LTP pour early), mais également a long
terme (L-LTP pour late). Afin de comprendre ces mécanismes, il faut introduire les récepteurs
glutamatergiques  postsynaptiques AMPAR  (récepteur a 1’a-amino-3-hydroxy-5-
méthylisoazol-4-propionate) et NMDAR (récepteur au N-méthyl-D-aspartate). En effet, lors
d’une stimulation, 1’extrémité présynaptique va libérer du glutamate qui va se fixer sur les
AMPAR et induire des entrées d’ions dans 1’extrémité post-synaptique (Figure 14A). Ce
phénomene induit un changement dans le potentiel membranaire et va se propager le long de
la synapse jusqu’au corps neuronal. Lors d’une stimulation soutenue, cette dépolarisation
importante va permettre aux récepteurs NMDA (NMDAR) d’étre mis en jeu. En effet, le
canal de ces récepteurs est, a I’état basal, bloqué par des ions magnésium Mg?*, ce qui les
empéche de laisser passer un flux de sodium et de calcium. Toutefois, lors d’une stimulation
prolongée, les ions Mg?* vont étre libérés grace aux dépolarisations, permettant un influx
ionique a travers les NMDAR (Huganir & Nicoll, 2013) (Figure 14B).

L’activation de ces récepteurs va également permettre 1’entrée de calcium. L augmentation
importante de Ca®* favorise ’activation de kinases comme CaMKII (Figure 14C”) (Silva et
al., 1992) alors que les faibles augmentations vont plut6t activer les phosphatases PP1 et
PP2A (Figure 14C’’) (Mulkey et al., 1994). La phosphorylation des AMPAR et NMDAR va
aboutir au renforcement de leurs localisations au niveau de la membrane plasmique, et leurs
déphosphorylations va contribuer a leur internalisation (Figure 14C) (Barria et al., 1997;
Kameyama et al., 1998; Lee et al., 1998, 2000). L’entrée de calcium par les NMDAR va
également activer des facteurs de transcription qui vont pouvoir moduler I’expression de
genes clés, impliqués dans les phénomeénes de L-LTP. Ces mécanismes expliquent pourquoi
des heures ou des années apres, une synapse est capable de garder sa potentialisation. A
I’inverse, lors de la L-LTD qui va desensibiler la membrane plasmique, les AMPAR et
NMDAR vont étre internalisés parallelement a des phénomeénes de répression de genes
(Jurado, 2017). Ces phénomenes, bien que maintenus durant la vie, peuvent perdre en

efficacité durant le vieillissement cérébral (Burke & Barnes, 2006, 2010).
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2.3. Modulation de I’excitabilité neuronale par les récepteurs a I’adénosine

La fonction neuronale et synaptique des récepteurs adénosinergiques a été largement
étudiée depuis plusieurs décennies. Cet intérét tient compte de 1’expression particuliérement
importante de ces récepteurs dans les neurones du cortex et de I’hippocampe pour le A1R et
au niveau du striatum pour le A2aR. Ces deux types de récepteurs sont présents a la fois au
niveau pré- et post-synaptique (Rebola et al., 2003). Toutefois, les A2aRs sont tres enrichis au
niveau du striatum, particulierement au niveau des dendrites et des épines dendritiques
(Rebola et al., 2005a; Schiffmann et al., 2007). Ces récepteurs sont présents dans les synapses
glutamatergiques (Tetzlaff et al., 1987; Rebola et al., 2003, 2005b), GABAergiques (Cunha &
Ribeiro, 2000; Shindou et al., 2002; Rombo et al., 2015) mais également dopaminergiques,
cholinergiques, sérotoninergiques et adrénergiques (Cunha, 2016).

Le ratio entre les récepteurs A1R/A2aR va moduler 1’excitabilité des neurones, que ce soit
en termes de libération de neurotransmetteur depuis 1’extrémité présynaptique ou au niveau de
I’excitabilité des récepteurs postsynaptiques. Ces phénoménes sont liés aux voies de

signalisation de ces deux récepteurs, couplés a une protéine G inhibitrice pour le AR, qui va
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inhiber les flux calciques présynaptiques, empéchant ainsi la libération des neurotransmetteurs
dans la fente synaptique (Dunwiddie & Masino, 2001; Dunwiddie et al., 1997; Perrier et al.,
2019). Au contraire, le A2aR favorise la libération de neurotransmetteurs directement via sa
signalisation G activatrice qui va augmenter les influx de calcium (Gubitz et al., 1996;
Dunwiddie et al., 1997; Rebola et al., 2005b; Ciruela et al., 2006), et indirectement via
I’inhibition de la voie de signalisation du AiR aprés formation d’hétérodimeres A1R/A2aR
(Lopes et al., 2002; Ferre et al., 2008). Au niveau post-synaptique, ces récepteurs sont
également capables de former des hétérodimeres avec d’autres types de récepteurs Voir
mémes des hétérotétrameres (Bonaventura et al., 2015; Ferre et al., 2018) et ainsi moduler
leurs activités. De cette fagon, le AzaR est capable de se lier et d’inhiber les récepteurs
inhibiteurs A:R et cannabinoides (CB1R) (Carriba et al., 2007). Dans le striatum, le A2aR est
largement décrit pour intéragir avec les récepteurs inhibiteurs dopaminergiques D2 (Beggiato
et al., 2016). De plus, de nombreux travaux montrent que 1’activation du A2aR est nécessaire
aux actions synaptiques de facteurs de croissance et neuropeptides tels que le BDNF
(Didgenes et al., 2007; Jerénimo-Santos et al., 2014; Vaz et al., 2015).

La synapse est une entité complexe et mettant a contribution les neurones mais également
les cellules gliales. Les récepteurs adénosinergiques sont également exprimés dans ces

derniéres, participant a ’homéostasie cérébrale et au bon fonctionnement des neurones.

3. Récepteurs adenosinergiques et cellules gliales

Les cellules gliales ont longtemps été décrites comme des cellules de support, ne servant
qu’a maintenir les neurones en place, d’ou leur nom (« glue » en allemand). Néanmoins, ce
concept a largement évolué. D’un role passif, elles sont maintenant connues pour étre trés
actives et essentielles au fonctionnement du cerveau. Il est également intéressant de constater
que les espéces ayant les cerveaux les plus développés, telles que les primates ou les cétacés,
ont des cellules gliales plus nombreuses et complexes que les animaux dont le cerveau est
moins développé, comme celui des rongeurs (Hawkins & Olszewski, 1957). Il existe de
nombreux types et sous-types de cellules gliales, certains étant limités a quelques régions
cerébrales particuliéres. Dans ce manuscript, nous nous intéresserons particulierement aux
trois types les plus représentés dans le néocortex et 1’hippocampe a savoir les

oligodendrocytes, les astrocytes et les cellules microgliales.
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3.1. Les oligodendrocytes

Les oligodendrocytes sont les cellules gliales les plus nombreuses dans le cerveau,
représentant de 45 & 75% de I’ensemble des cellules gliales suivant les régions cérébrales
(\Valério-Gomes et al., 2018). La fonction la mieux décrite est celle de myéliniser les axones,
consistant a former des manchons lipidiques de myéline, réguliérement espacées de zones
démyélinisées, les nceuds de Ranvier. La propagation des courants ne se fait qu’au niveau des
nceuds de Ranvier qui concentrent les canaux sodiques, permettant un influx bien plus rapide
que dans les neurones sans myéline. La myéléinisation est un phénoméne dynamique, et
méme a 1’age adulte, les oligodendrocytes sont capables de remanier la myélinisation des
axones a leur contact (Chang et al., 2016). Additionnellement a ces fonctions, les
oligodendrocytes sont capables d’un support métabolique des axones (Philips & Rothstein,
2017). lls possedent des transporteurs monocarboxylates (MCT) afin de libérer le lactate qui
sera métabolisé par les neurones. Ils sont également capables d’établir des jonctions
communicantes (GAP) avec les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes via
I’expression de connexines (Cx) bien particuliéres (Cx43/26/30 pour les astrocytes, Cx36

pour les neurones et Cx32/47 pour les oligodendrocytes) (Philips & Rothstein, 2017).

3.2. Les astrocytes

Les astrocytes représentent la deuxiéme population la plus importante de cellules gliales,
comprenant 30 & 60 % d’entre elles selon les régions (von Bartheld et al., 2016). Ce sont des
cellules hautement ramifiées, donnant a la cellule un aspect de buisson appelé buisson
astrocytaire, permettant aux astrocytes d’interagir avec les synapses, vaisseaux et cellules
alentours. Chez les mammiféres sont retrouvés une multitude d’astrocytes différents tels que
les astrocytes protoplasmiques de la substance grise, les astrocytes filamenteux de la
substance blanche, la glie de Bergmann du cervelet, les cellules de Miller dans la rétine
(Miller & Raff, 1984). Chez les primates, il existe deux types additionnels que sont les
astrocytes a projections variqueuses et les astrocytes inter laminaires (Figure 15A, C-F)
(Arranz & De Strooper, 2019; Vasile et al., 2017). Aussi, chaque astrocyte surveille un
territoire bien délimité de celui des autres astrocytes, ce qui constitue également un signe de
bon fonctionnement de ces cellules (Halassa et al., 2007). Les astrocytes possedent également
d’importantes modifications structurelles parmi les especes. Chez le rongeur, un astrocyte
mesure 30-60 um de diametre, posséde 3 a 4 branches principales et interagit avec jusqu’a
100 000 synapses. Les astrocytes chez I’Homme sont beaucoup plus gros, de 100 & 200 um

(soit 27 fois le volume d’un astrocyte de rat), possédent jusqu’a 40 branches principales se
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projetant dans toutes les directions et intéragissant avec plus de deux millions de synapses
(Figure 15B). Cette complexification des astrocytes a été suggérée comme facteur important
dans le gain de cognition des espéces (Oberheim et al., 2006, 2009).
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Figure 15 : Les différents types d’astrocytes chez ’Homme. (A) Les quatres types d’astrocytes
principaux chez I’'Homme. Echelle = 100 pm. (B) Comparaison entre un astrocyte protoplasmique
murin et humain. Echelle =25 um. (C-F) Images représentatives d’astrocytes inter laminaire (C),
protosplasmiques (D), a projections variqueuses (E) et fibreux (F). Echelles = 100 um (C), 20 um (D
et F), 20 pm a gauche et 10 um a droite (E) (Figure adaptée de Vasile et al., 2017)

Gréace a leur contacts étroits avec les vaisseaux sanguins et les neurones, les astrocytes
permettent 1’apport de substrats métaboliques aux neurones (glucose, lactate) via des
mécanismes bien spécifiques comme la navette du lactate-pyruvate (Wang & Bordey, 2008;
Bélanger et al., 2011). De plus, les astrocytes contribuent au fonctionnement synaptique en
éliminant les synapses en excés et en libérant des gliotransmetteurs. Parmi ces derniers, il est
retrouvé des neurotransmetteurs comme le GABA ou le glutamate, ainsi que la D-sérine, un
co-activateur allostérique des NMDAR. D’autres fonctions leurs sont attribuées telles que la
recapture de neurotransmetteurs, la production de protéines matricielles et de facteurs

trophiques favorisant la maturation synaptique et neuronale comme le NGF (nerve growth
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factor) et le BDNF (brain-derived neurotrophic factor), le maintien de la perméabilité et du
tonus de la barriéere hémato-encéphalique ainsi que I’homéostasie ionique (Sofroniew &
Vinters, 2010; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). A ce titre, il a recemment été montré que
les astrocytes permettaient la conversion du précurseur du BDNF (pro-BDNF), libéré par les
neurones et cellules gliales, en BDNF mature (Vignoli et al., 2016). L’ensemble de ces
fonctions confere aux astrocytes un role important dans la régulation de la plasticité
synaptique (Fellin et al., 2004; Henneberger et al., 2010; Panatier et al., 2006; Sultan et al.,
2015). Ces différents mécanismes nécessitent des influx calciques intracellulaires, c’est la
signalisation calcique astrocytaire. Cette signalisation peut se propager au réseau astrocytaire,
le syncytium astrocytaire, et les activer a leur tour (Khakh & Sofroniew, 2015; Bazargani &
Attwell, 2016).

Bien que ce ne soit pas leur fonction a I’état basal, les astrocytes sont capables d’adopter
un phénotype inflammatoire dans de nombreuses conditions, lorsque I’intégrit¢ du
parenchyme est rompue ou lors de pathologies diverses. Ce phénoméne de réactivité
astrocytaire est appelé I’astrogliose. Récemment, deux types de réponses astrocytaires
identifiées ont été caractérisées ; I’'une dans un contexte d’hypoxie ou les astrocytes adoptent
un profil neuroprotecteur (appelé A2), et I’autre lors d’une stimulation des astrocytes par une
protéine membranaire bactérienne, le lipopolysaccharide (LPS), induisant un profil
neurotoxique (appelé Al) (Zamanian et al., 2012; Liddelow et al., 2017).

3.3. Les cellules microgliales

Les cellules microgliales représentent environ 10% des cellules gliales totales (von
Bartheld et al., 2016). Ce sont les cellules immunitaires résidentes du SNC. Elles sont issues
de la lignée myéloide provenant embryologiquement d’une région extra-embryonique : le sac
vitellin (Alliot et al., 1999). Morphologiquement, ces cellules sont constituées d’un petit corps
cellulaires avec plusieurs prolongements trés dynamiques, qui sont sans cesse en état
d’¢élongation et de rétractation, afin d’intéragir avec 1’environnement (Nimmerjahn et al.,
2005). Ces cellules sont également capables de migrer efficacement, par exemple lors de
Iésions du parenchyme cérébéral. Leurs principales fonctions sont de phagocyter les débris
cellulaires et éventuels pathogénes, de produire et liberer des médiateurs inflammatoires tels
que les cytokines, chémokines, monoxyde d’azote (NO) et especes réactives de 1’oxygene
(ROS), mais également des facteurs synaptiques comme le BDNF (Parkhurst et al., 2013).

Bien que cette notion soit dépassée, il leur était décrit deux états d’activation en référence a

ceux décrits dans les macrophages : un état pro-inflammatoire de type M1 (M1-like) et un état
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basal de type M2 (M2-like). La classification astrocytaire Al et A2 est d’ailleurs inspirée de
cette dénomination. Il a par ailleurs été montré que 1I’expression microgliale de trois facteurs
inflammatoires (I11a, Clga et Tnfa) conduit au phénotype astrocytaire neurotoxique Al
(Liddelow et al., 2017). Au cours d’événements pathologiques persistants, les cellules
microgliales vont passer par différents phénotypes, aboutissant a une diminution de leurs
fonctions trophiques (facteurs neurotrophiques, phagocytose) au profit de la production et de

la libération de facteurs inflammatoires.

3.4. Modulation des fonctions gliales par les récepteurs a I’adénosine

L’ensemble des récepteurs adénosinergiques sont exprimés par les cellules gliales (Hasko
et al., 2005). Leurs expressions sont souvent faibles au niveau physiologique mais augmentent
drastiguement en conditions pathologiques. En ce sens, le systéeme adénosinergique agit
comme un systeme modulateur de I’inflammation.

Concernant les oligodendrocytes, 1’adénosine module leurs maturations via les AiRs et
AoaRs. En effet, le A1R favorise la maturation de oligodendrocytes alors que le A2aR 1’inhibe
(Figure 17) (Othman et al., 2003; Coppi et al., 2013). L’effet des A.aRs est imputé a
I’inhibition des courants potassiques a rectification retardée (Ix) mais pas aux courants
potassiques transitoires (la). Ces données suggérent qu’une modification du tonus
adénosinergique ou de la balance A1R/A2aR pourraient étre impliquée dans des pathologies
démyélinisantes telles la sclérose en plaques, les traumatismes et accidents vasculaires
cérébraux (Coppi et al., 2015).

Au niveau astrocytaire, les récepteurs AiR/A2aR  modulent la recapture de
neurotransmetteurs. Par exemple, le AiR inhibe la recapture de GABA alors que le A2aR va
augmenter sa recapture, via 1’inhibition du AR et I’activation de sa voie de signalisation
AMPc dépendante (Figure 17) (Cristovdo-Ferreira et al., 2013). De surcroit, le A2aR
astrocytaire module la recapture de glutamate par les transporteurs GLT-1 (aussi appelé
SLC1A2/EAAT?2) et GLAST (aussi appelé SLC1A3/EAAT1) en inhibant la pompe Na+/K+
ATPase, essentielle aux fonctionnement de ces deux transporteurs (Matos et al. 2012; Matos,
et al. 2012; Matos et al. 2013b; Matos et al. 2015). Il a également été montré que 1’adénosine,
via le A1R astrocytaire, avait un effet immunosupresseur sur I’astrocyte (Liu et al., 2018a), et
que le blocage du A2aR prévenait I’astrogliose induite par le FGF (facteur de croissance
fibroblastique basique)(Flajolet et al., 2008), sans toutefois que I’activation seule du A2aR
n’induise I’astrogliose (Brambilla et al., 2003). Les A1R et AsR astrocytaire ont un réle anti-
inflammatoire (Gessi et al., 2013; Liu et al., 2018a).
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Plusieurs études s’accordent également sur la capacité modulatrice de 1’inflammation des
AR et A2aR microgliaux. Ainsi, il semble que I’activation du AiR ou le blocage du A2aR
réduise drastiquement la réactivité microgliale et leur réponse inflammatoire (Figure 17)
(Rebola et al., 2011; Luongo et al., 2014; Madeira et al., 2016, 2018; Huang et al., 2018).
Plus particuliérement, 1’activation du AiR microglial permet de limiter la réponse
inflammatoire lors de phénomeénes hypoxiques, de traumatisme cranien ou de sclérose en
plaque (Haselkorn et al., 2010; Huang et al., 2018; Tsutsui et al., 2004). Quant a I’activation
du AoaR, celle-ci semble étre nécessaire a la formation et a la maintenance de
I’inflammasome NLRP3 (NOD-, LRR-, and pyrin domain-containing) (Baron et al., 2015;
Ouyang et al., 2013; Zhao et al., 2019). Ce dernier est un complexe multiprotéique composé
des protéines NLRP3, PYCARD (PYD And CARD Domain Containing, aussi appelé ASC,

Apoptosis-Associated Speck-Like
. . . LB o
Protein Containing A CARD) et de la or IL-18 0°
. L. Cell membrane
pro-caspase 1. Par I’intermédiaire du — =
S8 Cytoplasm
clivage de cette derniére en forme ==
active, la caspase 1, celle-ci va cliver ®&s = [[JACHT—— %
. . . PYD
la cytokine proinflammatoire pro-IL- 09 % ASC
] ] o NLRP3 CARD
1B en IL-1pB qui sera ensuite libéré par Pro-caspase | o IL-1B
09%orIL-18
la microglie (Figure 16) (Heneka et o —
Active e Pro-IL-1B
al., 2018). Par ailleurs, la caspase 1 caspase | or pro-IL-18

Figure 16 : Structure de I'inflammasome NLRP3

peut également induire la pyroptose,
(Tschopp & Schroder, 2010).

une forme de mort cellulaire induite
par ’'inflammasome.

Plusieurs travaux viennent tempérer ces observations, montrant que 1’activation du A2aR
en culture primaire peut étre associée a une diminution de I’inflammation médiée par les
lipopolysaccharides bactériens (LPS), sans influence du A:R (Newell et al., 2015).
Egalement, il semble que le rble pro- ou anti-inflammatoire du A2aR soit médié par les
niveaux extracellulaires de glutamate, passant respectivement d’une signalisation dépendante
de la protéine kinase A a la protéine kinase C (Dai et al., 2010).

Par ailleurs, I’activation du AiR et du A2aR régulerait la prolifération microgliale ainsi que
la ramification et la dynamique des prolongements microgliaux (Orr et al., 2009; George et
al., 2015; Matyash et al., 2017; Gebicke-Haerter et al., 1996; Gomes et al., 2013).
L’activation du A2aR apparait essentielle & la libération des facteurs trophiques comme le

BDNF par les cellules microgliales (Gomes et al., 2013).
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Figure 17 : Fonctions du AiR et A2aR au niveau cellulaire dans le SNC. Le A:R va diminuer
’activité synaptique, la réactivité gliale et favoriser la maturation des oligodendrocytes. Le A:aR va
lui favoriser 1’activation neuronale, augmenter les niveaux extracellulaires de glutamate via les
astrocytes, moduler positivement la réactivité gliale et diminuer la maturation des oligodendrocytes.
En outre, I’activation du A2aR permet de favoriser 1’ouverture de la barriére hémato-encéphalique
(BBB).

4. Adénosine et synapse tripartite

4.1. En condition basale

Les récepteurs a 1’adénosine, en particulier les A1 et A2a, permettent de réguler finement le
fonctionnement des synapses afin d’en améliorer le codage de I’information.

Dans des conditions basales sans stimulation, les taux d’adénosine sont relativement bas.
De ce fait, le A1R, qui est le plus affin pour 1’adénosine, va étre majoritement active (Figure
18). C’est également le récepteur le plus exprimé dans la majorité des neurones. L’activation
du A:R va diminuer, a la fois, la libération de neurotransmetteur médié par I’influx calcique
(Barrie & Nicholls, 1993; Wu & Saggau, 1994; Brambilla et al., 2005) et I’excitabilité post-
synaptique via I’internalisation des AMPAR, médiee par la clathrine et induite par une
signalisation MAPK (pour mitogen-activated protein kinases) (Chen et al., 2014b). De plus, il
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a récemment été montré que le A:R active également les courants potassiques rectifiants
entrants activés par les protéines G (aussi appelé GIRK), ce qui a pour conséquence
d’hyperpolariser davantage la membrane et de renforcer 1’inhibition de la synapse (Chung et
al., 2009; James et al., 2018). Ensemble, ces mécanismes permettent de maintenir les

synapses a un état de base.
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Figure 18 : Role des récepteurs A: et Aoa au niveau synaptique en condition basale. (1)
L’adénosine, suite a la dégradation de I’AMP intracellulaire, va étre libérée de fagon passive dans le
milieu extracellulaire. (2) A de faibles niveaux, 1’adénosine agit principalement sur les récepteurs Au.
(3) Ces derniers vont moduler négativement la libération de neurotransmetteurs présynaptiques ainsi
que I’excitabilité postsynaptique. Inspirée de Cunha, 2016.

4.2. Lors d’une stimulation synaptique

Lors d’un processus cognitif, le neurone présynaptique va libérer des neurotransmetteurs
dans la fente synaptique ainsi que de I’ATP. Cet ATP va étre clivé par les ectonucléotidases
synaptiques et augmenter le tonus de 1’adénosine a travers les récepteurs A1 et Aoa (Figure
19). Plusieurs travaux ont montré que le AoaR était physiquement associé aux
ectonucléotidases soulevant 1’hypothése que 1’adénosine issue du clivage de I’ATP par les
ectonucléotidases activerait préférentiellement le A2aR par rapport au AiR (Cunha et al.,
1996a, 1996b; Augusto et al., 2013; Goncalves et al., 2019a). Dans ces conditions,
I’augmentation des niveaux d’adénosine permet de recruter de facon optimale le A2aR, qui va

avoir deux effets majeurs.
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Le premier effet, contrairement au A1R, est de favoriser la libération de neurotransmetteurs
et d’augmenter ’excitabilité post-synaptique, par association physique du AxaR avec les
récepteurs postsynaptiques, ainsi que par la voie de signalisation dépendante de 1’AMP
cyclique (AMPc) (Figure 19). Le deuxiéme effet du A2aR est de former des hétérodimeres
avec les récepteurs responsables de I’inhibition de la synapse, les plus exprimés étant les
récepteurs A et cannabinoides (CB1R) — tous deux inhibés par le A2aR. Dans ces conditions,
la balance d’activation du A1R/AxaR passe en faveur de I’activation du A2aR qui est
exciatrice de la synapse. Ces mécanismes sont essentiels pour favoriser les mécanismes
soutenant la cognition comme la LTP. De plus, I’activation du A2aR est essentiel aux effets
synaptiques médiés par le BDNF (Jer6nimo-Santos et al., 2014; Rebola et al., 2008).

Dans un deuxieme temps, les cellules gliales vont également intervenir. En effet, les
astrocytes possedent également des récepteurs a I’ATP et ses dérivés, qui vont détecter
I’augmentation locale d’ATP et déclencher des mouvements calciques le long des
branchements astrocytaires. Par conséquent, les astrocytes vont libérer de I’ATP dans les
synapses voisines qui sera clivée en adénosine, activant préférentiellement les A{R ce qui va
diminuer I’excitabilité des synapses, c’est la dépression hétérosynaptique (Lynch et al., 1977;
Manzoni et al., 1994; Pascual, 2005; Chen et al., 2013). La dépression hétérosynaptique liée
aux astrocytes mettrait également en jeu les CB1R (Smith et al., 2019). Ainsi, ’action
inhibitrice du syntycium astrocytaire permet d’améliorer le ratio signal sur bruit et

d’améliorer I’encodage des informations (Cunha, 2016).
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Figure 19 : Role des récepteurs A:; et Aa au niveau synaptique lors d’une stimulation
synaptique. (1) La stimulation de I’extrémité présynaptique va induire la libération de vésicules
contenant des neurotransmetteurs et de I’ATP (2). (3) Cette ATP va étre clivée par les
ectonucléotidases CD39 et CD73 en adénosine, permettant 1’activation préférentielle des AzaR situés a
proximité (4). (5) La signalisation des A2aR va inhiber celles des AiR (5) et favoriser I’excitabilité de
la synapse (6). Ces phénomeénes renforcent 1’activation de la synapse (7) permettant le bon encodage
de I’information et peut mettre en jeu les phénomenes de plasticité synaptique. (8) Les cellues gliales,
notamment les astrocytes, vont également étre sensibles a cette augmentation d’ATP et ses dérives. (9)
Cela va déclencher des vagues calciques, aboutissant a la libération d’ATP dans les synapses voisines,
qui sera dégradé en adénosine et activera préférentiellement les A;R. C’est la dépression
hétérosynaptique. Inspirée de Cunha, 2016.

4.3. Lors d’un exces de stimulation

Les A1Rs/A2aRs sont essentiels au bon fonctionnement neuronal cependant ils peuvent étre
mis a mal et avoir des conséquences nefastes dans plusieurs situations lésionnelles ou
pathologiques. Ainsi, lors de stimulation prolongée, comme lors de phénomenes épileptiques
ou lors d’une 1ésion de type ischémie ou traumatique, les cellules en souffrances vont libérer
une grande quantité d’ATP dans le milieu extracellulaire et consommer davantage d’ATP
(Figure 20). L’augmentation d’adénosine qui en résulte, a la fois au niveau extra- et

intracellulaire, va stimuler de facon chronique les récepteurs a 1’adénosine. Dans ce contexte,
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les A2aRs sont particulierement actives, ce qui favorise une forte activité synaptique. De plus,
les astrocytes liberent également davantage d’ATP dans un contexte Iésionnel, activant a leur
tour les synapses voisines. Ensemble, cette activation anarchique va provoquer une toxicité au
glutamate, appelé excitotoxicité.

Par ailleurs, les grandes quantités d’ATP, d’adénosine vont par les récepteurs P1 et P2,
provoquer la réactivité des astrocytes et cellules microgliales. Cette réponse inflammatoire va
étre néfaste pour les synapses via la libération facteurs pro-inflammatoires comme le TNFa et
I’IL-1P (Rivera et al., 2016; Ribeiro et al., 2016).
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Figure 20 : Réle des récepteurs A; et A,a au niveau synaptique lors d’un stress tissulaire. (1)
Lors d’un événement de stress tissulaire tels que 1’épilepsie ou une 1ésion, les cellules en souffrance
vont libérer de grandes quantités d’ATP et de glutamate (2). Cette ATP va étre clivée par les
ectonucléotidases en adénosine (3) et favoriser ’activation préférentielle du A2aR, a des niveaux au
supraphysiologique (4). Cela va entrainer I’activation des synapses de maniére chronique (5),
entrainant une excitotoxicité et conduisant a des dommages synaptiques et neuronaux (6). Par ailleurs,
I’activation des astrocytes par I’ATP (7), couplés a leur état réactif (8) va accentuer ce phénoméne. La
libération d’ ATP par les astrocytes va renforcer ces mécanismes via I’activation des AzaR (9). Inspirée
de Cunha, 2016.
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5. Fonctions physiologiques et pathologiques de ’adénosine

En conditions physiologiques, 1’adénosine par ’action de ses récepteurs, est impliquée
dans de nombreuses fonctions essentielles du cerveau parmi lesquelles se trouve le cycle
veille — sommeil, la régulation de la barriere hémato-encéphalique ou encore le contrdle de
I’activité motrice. Lors de processus pathologiques, I’augmentation des niveaux d’adénosine
va modifier I’action des récepteurs et souvent contribuer de maniére néfaste a ces processus,

tel que dans 1’épilepsie ou dans les maladies neurodégénératives.

5.1. Sommeil et insomnie

L’adénosine joue un role crucial dans le sommeil, qui a été pour la premiere fois mis en
évidence en 1954 (Feldberg & Sherwood, 1954). Comme nous 1’avons vu dans le chapitre 1,
I’activité des cellules consomme de I’ATP et produit de 1’adénosine. Ainsi, la quantité
d’adénosine augmente graduellement au fil de la journée ainsi que durant une privation de
sommeil (Porkka-Heiskanen et al., 1997, 2000). L’activation du récepteur A1, en particulier
dans le cortex et le thalamus, est importante pour 1I’endormissement et la formation des ondes
caractéristiques du sommeil a ondes lentes (Gass et al., 2009; Bjorness et al., 2009). Ce
mécanisme implique & la fois le AiR neuronal mais également 1’adénosine kinase et les
transporteurs de gliotransmetteurs présents au niveau astrocytaire (Halassa et al., 2009;
Bjorness et al., 2016). Parall¢lement, 1’activation du A2aR dans les neurones dopaminergiques
du noyau accumbens et GABAergiques de ’aire pré-optique va inhiber les fonctions d’éveil
et ainsi promouvoir le sommeil (Oishi et al., 2017; Lazarus et al., 2019; Zhou et al., 2019).
Toutefois, lorsque la privation de sommeil persiste au-dela d’une journée, la quantité
d’adénosine finit par diminuer également, possiblement liée & diminution de ses précurseurs
tels que I’ATP (Clasadonte et al., 2014). L’activation du A2aR dans le noyau accumbens et
I’hypothalamus est également intéressante vis-a-vis de 1’insomnie, qui est un probléme de
sommeil concernant 10 a 15% de la population. En effet, une nouvelle molécule a été
développée afin d’activer de fagon allostérique le A2aR sélectivement au niveau cérébral, afin
d’éviter tout effet cardiaque, et de promouvoir I’endormissement des insomniaques

(Korkutata et al., 2019).
5.2. Barriere hémato-encéphalique et sclérose en plaques

Une deuxieme fonction critique de 1’adénosine est le maintien de la barriere

hémato-encéphalique. Cette barriére entoure 1’ensemble des vaisseaux et capillaires au sein du
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SNC permettant de réguler de fagon fine les flux d’ions, de molécules mais également de
cellules périphériques (Daneman & Prat, 2015). Elle est composee de trois types
cellulaires principaux : les cellules endothéliales, les péricytes et les astrocytes. Les cellules
endotheéliales sont des cellules trés fines et liées entre elles par des jonctions serrées,
constituant la paroi interne des capillaires sanguins. Ces cellules expriment des transporteurs
d’efflux afin de rejeter des molécules lipophiliques vers le sang, et des transporteurs
specifiques de certains nutriments, leur permettant de filtrer les molécules passant du sang
vers le cerveau. Autour des vaisseaux sont retrouves les péricytes, qui vont s’étendre le long
des cellules endothéliales, moduler 1’angiogénese, fabriquer la matrice extracellulaire,
participer aux phénoménes de réparation et réguler le flux sanguin en réponse a 1’activité
neuronale (Daneman & Prat, 2015). Enfin, les astrocytes, via leurs extrémités, aussi appelées
« pieds astrocytaires » vont recouvrir la quasi-totalité¢ des vaisseaux et permettrent 1’échange
de nutriments via 1’aquaporine 4. Les astrocytes permettent de coupler 1’activité neuronale
aux vaisseaux, régulant ainsi le flux sanguin en libérant la prostaglandine E2 et I’acide
époxyéicosatriénoique afin de dilater les vaisseaux, ou au contraire en libérant I'acide 20-
hydroxyéicosatétraénoique permettant une vasoconstriction (Gordon et al., 2011; MacVicar &
Newman, 2015). Ces phénomenes sont, au moins en partie, médiés par 1’adénosine (Kim &
Bynoe, 2015).

Il est intéressant de constater que le A2aR est particuliérement exprimé au niveau des
cellules endothéliales et son activation conduit a I’ouverture de la barriere hémato-
encéphalique (Yamamoto et al.,, 2019). Toutefois, dans les maladies auto-immunes
démyélinisantes comme la sclérose en plaques ou 1’encéphalomyélite allergique
expérimentale (EAE), une augmentation de I’expression du AzaR est observée dans les
cellules endothéliales a proximité des zones démyélinisées. L’activation pharmacologique du
AzaR prévient la diminution des protéines de jonctions serrées, protégeant ainsi I’intégrité de
la barriére hémato-encéphalique (Mills et al., 2012; Liu et al., 2018b). Enfin, I’activation du
AzaR favorise 1’expression de transporteurs (P-glycoprotein et BCRP1) au niveau endothélial,
permettant d’améliorer le passage de molécules pharmacologiques a travers la barriére
hémato-encéphalique, ouvrant de nouvelles pistes pour traiter les maladies cérébrales (Kim &
Bynoe, 2016).

5.3. Tonus adénosinergique et épilepsie
Lors d’un stress cellulaire, une augmentation du tonus adénosinergique apparait, en lien

avec un relarguage d’ATP plus important dans le milieu extracellulaire (Brambilla et al.,
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2005). Ce phenomene est rencontré dans plusieurs contextes pathologiques tels que 1’épilepsie
(llie et al., 2012; Weltha et al., 2018), I’ischémie (Atef et al., 2018; Ganesana & Venton,
2018; Yang et al., 2017) la privation en oxygéne-glucose (Melani et al., 1999; zur Nedden et
al., 2014), ou encore I’inflammation (Mukandala et al., 2016). L’augmentation d’adénosine a
court terme parait bénéfique, réduisant 1’excitabilité des neurones, diminuant la transmission
glutamatergique via I’action du récepteur A1, permettant de lutter contre I’hyperexcitabilité et
I’excitotoxicité (Brambilla et al., 2005; Cunha, 2016). L’augmentation du tonus
adénosinergique, en bloquant par exemple les transporteurs ENT1, peut étre vu comme une
piste thérapeutique dans la maladie d’Alzheimer (Lee et al., 2018). Cependant, il y a un
inconvénient de taille dans cette stratégie: I’activation chronique du Ai;R favorise son
internalisation, ce qui induit I’effet inverse, mais va également suractiver les A2aRs qui sont
impliqués dans 1’apparition de troubles cognitifs et le développement pathologique comme
dans 1’épilepsie (Cunha, 2016).

A titre d’exemple, 1’épilepsie du lobe temporal est la forme d’épilepsie la plus fréquente et
la plus grave (Pitkdnen & Lukasiuk, 2011). Elle est caractérisée par une atteinte irréversible
de la structure de I’hippocampe et de plusieurs régions du néocortex (Biagini et al., 2013).
Comme dans d’autres cas d’épilepsie, il y a une augmentation des niveaux d’ATP et
d’adénosine au cours des crises épileptiques soutenues et/ou prolongées (Wall & Dale, 2013;
Weltha et al., 2018). Comme nous I’avons vu précédemment, I’augmentation d’adénosine
induit une diminution de I’activité synaptique via la stimulation des A1R. Cependant, lorsque
ces niveaux d’adénosine augmentent, ils vont activer les A2aR et contrebalancer 1’action de
I’adénosine d’un mode « inhibiteur » vers un mode « excitateur », ce qui va agraver
I’épilepsie (Barros-Barbosa et al., 2016). Durant cette pathologie, le A2aR est surexprimé
dans les astrocytes modifiant leurs capacités de recapture des neurotransmetteurs tel le
glutamate et potentiellement impactés la libération de gliotransmetteurs comme le glutamate
et ’ATP (Li et al., 2012; Matos et al., 2015; Barros-Barbosa et al., 2016). Il est également
retrouvé une augmentation dans les neurones qui renforcerait ces phénomeénes exciateurs
(Canas et al., 2018). De ce fait, le blocage du A2aR au cours de cette pathologie semble étre

une approche thérapeutique intéressante (Barros-Barbosa et al., 2016).

5.1. Régulation motrice et maladies neurodégénératives
5.1.1. Les ganglions de la base
Les AzaRs sont trés exprimés dans les ganglions de la base, leur conférant un role

important dans le contr6le de la motricité (Fredholm et al., 2005a; Rosin et al., 1998).
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Anatomiquement, les ganglions de la base, aussi appelés noyaux gris centraux, sont divisés en
plusieurs groupes : le noyau caudé, le noyau lenticulaire (lui-méme subdivisé en putamen et
pallidum), le noyau sous-thalamique et la substance noire, elle-méme divisée en pars
compacta et pars reticula (Figure 21). La fonction motrice est contr6lée par deux réseaux
distincts : le circuit direct et le circuit indirect (Calabresi et al., 2014; Lanciego et al., 2012).

Le circuit direct concerne le striatum (regroupant le putamen et le noyau caudé), le globus
pallidus interne, la substance noire et le thalamus (Figure 21A). L’activation des neurones
GABAergiques du striatum, par des afférences corticales glutamatergiques, va induire
I’inhibition du globus pallidus interne et de la substance noire pars reticula. L’inhibition du
thalamus par ces derniers est ainsi levée, permettant au thalamus de stimuler le cortex moteur
et d’induire une réponse motrice. De plus, la substance noire pars compacta va projeter des
efférences dopaminergiques dans le striatum, qui part D'intermédiaire des récepteurs
dopaminergiques D1 (D1R) vont favoriser 1’activation de cette voie (Calabresi et al., 2014;
Lanciego et al., 2012). Les récepteurs Az sont également exprimés dans ces neurones et vont
diminuer I’activité des D1R (Ferré et al., 1994a; Mango et al., 2014)

Le circuit indirect va concerner le striatum, le globus pallidus externe, le noyau sous-
thalamique, la substance noire et le thalamus (Figure 21B). L’activation du striatum par le
cortex va inhiber I’activation du globus pallidus externe, lui-méme responsable de 1’inhibition
du noyau sous-thalamique. Ainsi, le noyau sous-thalamique peut stimuler la substance noire
pars reticula qui, une fois activée, va inhiber le thalamus et donc diminuer la réponse motrice.
Dans cette voie, la substance noire pars compacta va projeter des neurones dopaminergiques
dans les neurones du striatum riches en D2R et également en récepteurs Aza (Calabresi et al.,
2014; Lanciego et al., 2012). La dopamine va inhiber les neurones due & la signalisation
inhibitrice du récepteur D2R, contrairement aux neurones de la voie directe qui possedent des
D:R excitateurs. Le A2aR lui va a I’instar du AR inhiber les D2R, via des hétérodiméres ou
des hétérotétrameres (Ferré et al., 1994b; Casad6-Anguera et al., 2016; Ferré et al., 2016).
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Figure 21 : Les circuits directs et indirects des ganglions de la base. (A) Le circuit direct favorise
I’activité motrice tandis que (B) le circuit indirect I’inhibe. Les projections vertes sont excitatrices, les
projections rouges sont inhibitrices. GPE : external globus pallidus, GPi : internal globus pallidus,
SNc : substantia niagra pars compacta, SNr: substantia niagra pars reticula, STN : subthalamic
nucleus. Adaptée de Lanciego et al., 2012.

Le A2aR est particuliérement enrichi dans les neurones épineux moyens GABAergiques du
striatum, au niveau des dendrites et des épines dendritiques (Shindou et al., 2002; Rebola et
al., 2005a; Schiffmann et al., 2007), bien qu’ils soit également retrouvés, a de plus faibles
niveaux, dans les terminaisons glutamatergiques (Ciruela et al., 2006; Rosin et al., 2003).
Ainsi, I’activation pharmacologique du A2aR augmente I’inhibition du thalamus induite par la
voie indirecte, ce qui réduit la locomotion (Hauber & Minkle, 1997). Au contraire, le blocage
pharmacologique du A2aR a un effet stimulant sur I’activité motrice (Hauber et al., 1998;
Popoli et al., 1998; Yu et al., 2008). Par ailleurs, le A2aR est également retrouvé dans les
terminaisons glutamatergiques et GABAergiques (Ciruela et al., 2006; Rosin et al., 2003;
Shindou et al., 2002).

La balance entre activation et inhibition motrice de ces deux voies est essentielle au
maintien du contréle moteur. Toutefois, cet équilibre est rompu au cours de plusieurs

maladies neurodégénératives, comme la maladie de Huntington et la maladie de Parkinson.

5.1.2. La maladie de Huntington
La maladie de Huntington est une maladie héréditaire causée par une mutation autosomale
dominante du gene de la huntingtine HTT (aussi appelé 1T15). L’huntingtine est une grande
protéine de 350 kDa exprimée dans de nombreux types cellulaires dont les neurones et les

cellules gliales. La mutation de cette protéine consiste en une répétition de triplets CAG
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codant pour une glutamine. L’apparition de la maladie dépend directement du nombre de
triplets, ainsi le diagnostic de certitude est établi a partir de 40 triplets, et 1’age d’apparition
sera d’autant plus précoce que ce nombre est grand (Blum et al., 2018). A I’heure actuelle, la
maladie de Huntington est sans traitement et induit une mort précoce (McColgan & Tabirizi,
2018).

Dans cette maladie, les neurones épineux moyens striato-pallidiaux, riches en D2R et
A2aR, vont progressivement dégénérer, induisant une hypoactivité de la voie indirecte. Ce
déséquilibre d’activation entre le circuit direct et le circuit indirect va favoriser des
mouvements involontaires anormaux (Figure 22B). Deux types sont décrits dans cette
maladie : la chorée qui est une succession de mouvements spontanés excessifs, irréguliers,
abrupts et imprévisibles, et d’autres types d’anomalies motrices telles que la dystonie, les
troubles de la coordination, I’akinésie, les troubles oculomoteurs, etc.

Le ciblage pharmacologique du A2aR a été rapidement envisagé du a leur abondance
relative dans les régions touchées (Cha et al., 1999; Glass et al., 2000). Le modele murin de la
maladie de Huntington le plus étudié est la souris R6/2 qui développe des agrégats de
huntingtine au niveau neuronal, associé a des altérations motrices, une perte de poids et une
mort précoce (Mangiarini et al., 1996). Dans ce modéle, le blocage pharmacologique du A2aR
permet de réduire les déficits de mémoire spatiale et de réduire 1’excitotoxicité lié au
récepteur NMDA (Domenici et al., 2007; Li et al., 2015b). L’activation du A2aR dans ce
méme modeéle réduit la formation d’agrégats d’huntingtine et les troubles moteurs (Chou et
al., 2005; Huang et al., 2011). A I’inverse, le blocage du A2aR dans un autre modéle de la
maladie, la souris N171-82Q, réduit I’espérance de vie et accentue les troubles moteurs
(Mievis et al., 2011). Ces résultats mitigés peuvent s’expliquer par le fait que le A2aR est
exprimé dans de nombreux types cellulaires impliqués dans cette maladie. Leur expression
évoluant indépendamment au cours de la maladie, cela peut expliquer que le A2aR soit
bénéfique précocément et délétére plus tard au cours de la maladie (Domenici et al., 2019).
L activation du Ai1R parait étre bénéfique (Blum et al., 2002; Zuchora et al., 2001), ce
récepteur diminuant a la fois au niveau cortical et striatal dans le modéle R6/2 et chez les
patients symptomatiques (Matusch et al., 2014). Ainsi, bien que le systéme adénosinergique
soit impliqué dans 1’évolution de cette maladie, son ciblage parait étre une solution

thérapeutique peu envisageable a I’heure actuelle.
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5.1.3. La maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson, est la deuxieme maladie neurodégénérative la plus répandue dans
le monde. Elle est caractérisée par une perte des neurones dopaminergiques de la substance
noire pars compacta de la substance noire associée a 1’agrégation d’une protéine, 1’a-
synucléine, sous forme de corps de Léwy (Jakowec & Petzinger, 2004; Campos-Romo et al.,
2009; Rocha et al., 2018). Cette mort neuronale résulte en une hypoactivité du circuit direct et
une hyperactivité du circuit indirect, ce qui va diminuer les capacités motrices des patients
(Figure 22A).

Le traitement actuel de cette maladie est I’administration de L-DOPA, un précurseur de la
dopamine, permettant de compenser la perte des neurones dopaminergiques (Kim et al., 2017;
Obeso et al., 2000). Toutefois, ce traitement présente 1’inconvénient, aprées plusieurs années,
d’augmenter les dyskinésies, qui sont des mouvements anormaux involontaires, impactant
séverement la qualité de vie des patients. Plusieurs pistes ont été envisagées pour réduire ces
effets secondaires dont le blocage des AxaRs (Beggiato et al., 2016; Morin et al., 2016;
Rascol et al., 2015). En effet, le blocage du A2aR semble particuliérement intéressant car il
permet, en plus de réduire les symptdmes moteurs, de ralentir le déclin cognitif et la
dépression liée a la maladie, ainsi que d’en limiter 1’a-synucléinopathie (Kachroo &
Schwarzschild, 2012; Ferreira et al., 2016, 2018; Pinna et al., 2018; Li et al., 2018). Malgré
son manque d’effet bénéfique du blocage du A2aR en tant que monothérapie de la maladie de
Parkinson (Hauser et al., 2014), I’antagoniste du A2aR istradefylline (aussi appelé KW-6002)
est en cours de phase Il et est déja autorisé comme option thérapeutique de la maladie de
Parkinson au Japon ou il est administré précocément en association avec le L-DOPA pour
réduire les symptdémes moteurs et la dyskinésie (Bara-Jimenez et al., 2003; Borea et al., 2016;
Oertel & Schulz, 2016).

Compte-tenu de la tolérance et de I’absence d’effet secondaire majeur des antagonistes du
AoaR, il serait intéressant de considérer d’utiliser ces molécules dans le cadre d’autres
maladies neurodégénératives. En effet, le systeme adénosinergique est également mis a défaut
dans d’autres maladies neurodégéneératives, et notamment la plus répandue : la maladie
d’Alzheimer (Alonso-Andrés et al., 2018).

66



INTRODUCTION Chapitre II : Role de I’adénosine dans le cerveau

A Parkinson’s disease B Huntington’s disease
TCerebraI t::ort(-::i(T < TCerebraI corte)':T <
l Striatum i l Striatum l
A,uR/D,R AR/D,R A,uR/D,R A,R/DR
X |

GPe
SNr Thalamus SNec SNr Thalamus

X GPi/ GPi/ L
SNc

STN STN

Downregulation of direct pathway
+ Upregulation of indirect pathway
= Decreased motor function

Downregulation of indirect pathway
= Increased motor function

Figure 22 : Atteinte des circuits des ganglions de la base dans la maladie de Huntington et la
maladie de Parkinson. (A) La perte des neurones dopaminergiques de la substance noire pars
compacta durant la maladie de Parkinson favorise la diminution de la motricité. (B) A I’inverse, la
dégénération des neurones striato-pallidaux de la voie indirecte dans la maladie de Huntington favorise
une augmentation de la fonction motrice. Les projections vertes sont excitatrices, les projections
rouges sont inhibitrices. GPE : external globus pallidus, GPi: internal globus pallidus, SNc:
substantia niagra pars compacta, SNr : substantia niagra pars reticula, STN : subthalamic nucleus.
Adaptée de Lanciego et al., 2012.
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Chapitre 111 : Maladie d’Alzheimer & tauopathies

1. La maladie d’Alzheimer

1.1. Epidémiologie

Suivant ’augmentation de la durée de vie de ’'Homme, des maladies liées a 1’age et au
vieillissement sont apparues et pésent de plus en plus lourd sur la société. Ainsi, les démences
sont définies par 1’Organisation mondiale de la Santé comme «un syndrome d’évolution
chronique dans lequel apparait une altération de la fonction cognitive plus importante que
celle attribuée au vieillissement normal, affectant de nombreuses fonctions cognitives parmi
lesquels la mémoire, le raisonnement, les capacités d’apprentissage, le langage sans toutefois
toucher la conscience » (OMS, 2019). On compterait actuellement 50 millions de cas de
démence de par le monde, avec plus de 10 millions de nouveaux cas par an. Prét de 70% des
cas sont attribués a la maladie d’Alzheimer, ce qui en fait la forme de démence la plus
répandue a travers le monde (Scheltens et al., 2016). Cette maladie est également impliquée
dans la moitié des décés survenant apres 85 ans (Vinters, 2015; Graham et al., 2017). 1l est
estimé par 1’Alzheimer’s Disease International que les cas de démences vont augmenter a 80
millions en 2030 et 150 millions a I’horizon 2050 (World Alzheimer Report 2018), ce qui en
fera un des plus gros enjeux de santé publique avec un colt économique conséquent pour la
société. En 2018, le colt mondial lié aux démences était estimé a 1 000 milliards de dollars, et
celui-ci est estimé a 2 000 milliards d’ici 2030 (World Alzheimer Report 2018).

1.2. Les lésions caractéristiques

Le diagnostic de certitude de la maladie d’Alzheimer repose sur 1’identification post
mortem de deux lésions caractéristiques au sein du cerveau: d’une part, des dépots
extracellulaires formés d’une accumulation de peptides amyloides  (AB) (de 37 a 43 acides
aminés, dérivant du clivage successif de la protéine précurseur de 1’amyloide (APP)) et
d’autre part, de la dégénérescence neurofibrillaire (DNF), caractérisée par 1’accumulation
intraneuronale de protéines tau hyper- et anormalement phosphorylées (De Strooper, 2010;
Wang & Mandelkow, 2016).
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2. Le peptide amyloide Ap et la pathologie amyloide

2.1. Gene et structure du précurseur du peptide amyloide (APP)

Le peptide amyloide AP est issu du clivage séquentiel de la protéine précurseur du peptide
amyloide (APP). Le géne APP est localisé sur le chromosome humain 21921.3 (Kang et al.,
1987) et est constitué de 19 exons soumis a un épissage alternatif des exons 7, 8 et 15,
donnant lieu a des dizaines d’isoformes allant de 365 a 770 acides aminés, avec trois
principales isoformes : APP695, APP751 et APP770 (Figure 23). Il est a noter que ces trois
isoformes peuvent conduire a la production de peptides AB (Yoshikai et al., 1990; Zheng &
Koo, 2006). L’APP est une protéine ubiquitaire, exprimée dans tous les tissus, mais des
différences d’expression ont été rapportées, notamment 1’APP695, qui est particulierement
exprimée dans les neurones contrairement aux APP751 et 770 qui sont retrouvés dans les
autres types cellulaires (Golde et al., 1990; Neve et al., 1986).

Structurellement, I’ APP est composé de trois parties communes a toutes les isoformes : un
domaine transmembranaire, un segment N-ter et un segment C-ter. La partie extracellulaire
est tres longue, avec notamment un peptide signal, un domaine riche en cystéine E1, un
domaine KPI (kunitz protease inhibitor), un domaine antigene Ox-2, un domaine E2 et une
partie du peptide AP (Figure 23). L’autre partie du peptide AP est intégralement située dans le
domaine transmembranaire. L’épissage des exons 7 et 8 conditionne respectivement
I’inclusion des domaines KPI et Ox-2. Le court domaine intracellulaire contient un motif
d’internalisation et de nombreux sites de phosphorylation (Chen et al., 2017; Muller et al.,
2017).
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Figure 23 Structure de ’APP humain. L’APP humain est constitué de 18 exons dont trois sont
soumis a épissage alternatif (7, 8 et 15). Les trois sites de clivage des a-, B- et y-sécrétases se trouvent
dans la région du peptide Ap (Meraz-Rios et al., 2014).

2.2. Fonctions physiologiques du précurseur du peptide amyloide (APP)

L’APP est une protéine a courte demi-vie dont les fonctions sont encore mal comprises.
L’APP est capable de s’homodimériser ou s’hétérodimériser avec des membres de la méme
famille via son domaine KPI (Deyts et al., 2016). L’APP intéragie via ses domaines
extracellulaires E1 et E2 avec les protéoglycanes de 1’héparan sulfate, jouant un réle dans
I’adhésion des cellules (Kibbey et al., 1993; Muller et al., 2017). Il aurait également des
fonctions trophiques envers les neurones, favorisant leur survie et leur croissance neuritique
(Penke et al., 2017). L’enrichissement relatif de I’APP au niveau post-Synaptique suggére un
role important dans la synaptogénése et la maintenance des synapses (Loffler & Huber, 1992;
Shigematsu et al., 1992). Cela a été confirmé en montrant que la perte d’expression de I’ APP
réduit I’activité synaptique et que la surexpression augmente la densité en épines dendritiques
(Hérard et al., 2006; Lee et al., 2010). Ces mécanismes font une fois de plus intervenir les
mécanismes d’adhésion cellulaire (Dawkins et al., 2014). De plus, quelques études ont montre
une influence de D’APP sur D’expression de plusieurs sous unités des récepteurs

glutamatergigues AMPAR et NMDAR (Cousins et al., 2009; Lee et al., 2010), ce qui
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supporte 1’effet de I’APP sur la LTP (Mileusnic et al., 2000; Puzzo et al., 2017; Seabrook et
al., 1999).

Seul 10% de I’ APP se localise a la membrane cellulaire, avec un turn over important de 30
a 90 minutes (LeBlanc et al., 1996; Herreman et al., 2003; Thinakaran & Koo, 2008; Choy et
al., 2012). L’APP est ainsi rapidement dégradé ou clivé par une famille d’enzymes : les

sécrétases.

2.3. Clivage du précurseur du peptide amyloide (APP)

L’APP est la cible de nombreuses sécrétases (Haass et al., 2012), libérant ainsi différents
fragments aux fonctions diverses et parfois opposées. Il est classiquement décrit deux voies
principales: la voie amyloidogénique démarrée par la [-sécrétase et la voie non
amyloidogénique démarrée par I’a-sécrétase, aboutissant respectivement a la production d’Ap
ou non. Les produits de clivages résultant de ’action de 1’a- ou B-sécrétase sont ensuite clivés
via D’action d’un complexe protéique a activité y-sécrétase (Figure 24). Les activités
a-sécrétases sont portées par les enzymes de la famille « désintégrine A et métalloprotéase »
(ADAM). ADAMI0 apparait étre 1’enzyme responsable du clivage non amyloidogénique
constitutif (Kuhn et al., 2010). Des mutations dans le géne ADAM10 ont notamment été
décrit comme facteur de risque de la maladie d’Alzheimer (Karch & Goate, 2015). L’activité
B-sécrétase est liée a I’enzyme de clivage de I’APP sur le site p (BACE1). Les mutations de
I’APP favorisant le clivage par la B-sécrétase sont egalement associees a 1’apparition de la
maladie d’Alzheimer (Dai et al., 2018; Karch & Goate, 2015). Enfin, I’activité y-sécrétase est
liée a un complexe protéique de haut poids moléculaire nécessitant au minimum 4 protéines
pour étre fonctionnelle : la présénilline 1 ou 2 (PS1 ou PS2), la nicastrine (NCT), I’anterior
pharynx defective (Aph-1 ou Aph-2) et la préséniline enhancer (Pen-2) (Annaert & De
Strooper, 2010). La PS1 et PS2 sont des aspartyl-protéases et portent le site d’action
catalytigue. Ce complexe se construit progressivement le long du réseau réticulum
endoplasmique — Golgi et mature dans le réseau trans-golgien avant d’arriver a la surface
cellulaire (Kim et al., 2007; Osenkowski et al., 2009). Les mutations de PS1 et PS2 sont, au
méme titre que les mutations APP, les principaux facteurs de risque génétiques de la maladie
d’Alzheimer (Karch & Goate, 2015), composant les formes familliales, qui représentent
moins de 1% des cas (Reitz & Mayeux, 2014).

La voie non amyloidogénique est la principale voie de clivage de I’APP, résultant pour
prés de 90% de sa protéolyse (Figure 24) (Penke et al., 2017). Elle implique le clivage de
I’APP par I’a-sécrétase au niveau des résidus Lys612/Leu613 de I’APP695 (correspondant
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aux Lysl6/Leul7 du peptide AP), ce qui de facto neutralise la production de ce peptide
(Anderson et al., 1991; Esch et al., 1990; Wang et al., 1991). Ce clivage réalisé a la surface de
la cellule libére le fragment soluble de I’APP (sAPPa) au niveau extracellulaire et un
fragment C-ter (a-CTF aussi appelé C83). Ce court fragment a-CTF est davantage clivé par
I’activité y-secrétase pour libérer un fragment P3 dans le milieu extracellulaire et le domaine
intracellulaire de I’APP (AICD) a I’intérieur de la cellule (Haass et al., 1993).

La voie amyloidogénique concerne 10% du clivage de I’APP en condition physiologique
(Figure 24) (Penke et al., 2017). La production du peptide A résulte du clivage séquentiel de
I’APP par I’activité - puis y-sécrétase, qui se fait le long de la voie de I’endocytose. Le
clivage B-sécrétase se fait au niveau des résidus Met596 et Asp597 de I’ APP695, précédant le
1°" résidu du peptide AP. Ce clivage B-sécrétase résulte en la production d’un fragment
soluble de I’APP (sAPPp) dans la lumiére de I’endosome et d’un fragment C-terminal (B-CTF
ou C99) transmembranaire. L’activité y-sécrétase clive ensuite le B-CTF en deux fragments :
le peptide AB1-X (X variant de 34 & 50 acides amines) qui sera sécrété dans le milieu
extracellulaire, et I’AICD libéré dans le cytoplasme (van der Kant & Goldstein, 2015).

Il est également intéressant de mentionner que de récents travaux ont mis en évidence le
role d’autres protéines (8-sécrétase, la n-sécrétase et la méprine b) dans le métabolisme de
I’APP (Andrew et al., 2016).

Non-amyloidogenic Amyloidogenic
AP aggregate
= N = Gz Secretases of canonical processing
= : o-secretase: mainly ADAM10
APPso. ~APPsf % B-secretase: BACE1 and BACE2
Y-secretase complex:
f * PS1 and PS2 (catalytic core)
' *NCT
* PEN2

* APH1 and APH2

A CTFa e CTFB
AICD AICD

Figure 24 Les principales voies de clivage de I’APP. Le clivage de I’APP par I’a- puis y-sécrétase
permet d’orienter vers la voie non amyloidogénique. A I’inverse, le clivage par la - puis y-sécrétase
favorise la production de peptide amyloide. (Muller et al., 2017).
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2.4. Role pathologique du peptide Ap

L’accumulation de peptides AP et leur agrégation sous forme de dépdts amyloides et
plaques séniles forment des 1ésions histologiques caractéristiques de la maladie d’Alzheimer.
Cette accumulation semble étre liée a production accrue d’espéces pro-agrégantes, ainsi qu’a
un défaut de leur clairance (Baranello et al., 2015; Takahashi et al., 2017). Dans les cerveaux
des patients atteints de la maladie d’Alzheimer la forme Afi140 est la plus abondante.
Cependant, APi-42 est la forme majoritairement présente dans les aggrégats, grace a sa
capacité accrue a former des oligomeres (Figure 25) (Jarrett et al., 1993a, 1993b; EI-Agnaf et
al., 2000). Les oligoméres d’AP se regroupent sous formes de fibrilles qui vont s’agréger en
dépbts (Benseny-Cases et al., 2007). Au sein des agrégats, les peptides AP sont insensibles
aux phénomenes de degradation ou de clivage protéolytique.

Les oligoméres d’ApB apparaissent plus toxiques que les plaques elles-mémes (Walsh &
Selkoe, 2004; Reiss et al., 2018), méme si les dépdts amyloides sont associés a des neurites
dystrophiques et a une réactivité micro- et astrogliale locale. L’origine de 1’agrégation des
peptides AP demeure mal comprise. Certains auteurs suggérent qu’elle est liée a des
modifications post traductionnelles (Kumar et al., 2011; Schlenzig et al., 2009; Thal et al.,
2015) et que I’agrégation est initiée au sein des neurones plutét que dans 1’espace
extracellulaire (Friedrich et al., 2010; Takahashi et al., 2017).

Les dépbts amyloides sont également présents chez les patients non déments (Mackenzie,
1994) et leur seule présence ne suffit pas a prédire la survenue de la maladie d’Alzheimer
(Dubois et al., 2018). Le developpement de ces lésions dans le cerveau au cours de cette
maladie suit une progression spatio-temporelle stérotypée, qui a été caractérisée par les stades
de Thal (Thal et al., 2000). Cette progression démarre dans le néocortex avant d’atteindre les
régions allocorticales, puis les noyaux diencéphaliques, le striatum et les noyaux
cholinergiques, et enfin le tronc cérébral, pour finalement s’étendre a 1’ensemble du cerveau
(Thal et al., 2002). En plus de 1’évolution spatiale, des changements au niveau de la
composition des dép6ts amyloides suivent les stades de Thals, avec une augmentation des
formes AP solubles et une diminution des formes AP insolubles (Thal et al., 2015).
L’initiation de la pathologie amyloide reste incertaine dans les formes sporadiques

contrairement aux formes familiales (Musiek & Holtzman, 2015).
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Figure 25 Processus d’agrégation du peptide AB. Les monoméres d’Ap vont former des oligoméres,
puis ces derniéres vont se rassembler en protofibrilles puis fibrilles, qui sont localisées dans les dép6ts
amyloides (Graham et al., 2017).

3. La protéine tau et la pathologie tau

3.1. Géne et structure de tau

La protéine tau est exprimée préférentiellement au sein des neurones dans le SNC. Son
géne MAPT (pour microtubule associated protein tau) est localisé sur le chromosome humain
17021 et est constitué de 16 exons soumis a un épissage alternatif, donnant naissance a 6
isoformes de tau (Sergeant et al., 2008; Wang & Mandelkow, 2016). Les exons soumis a
épissage alternatifs sont les exons 2, 3 et 10. L’inclusion ou non de 1’exon 10, codant pour le
deuxiéme domaine de liaison aux microtubules, donne respectivement la tau 3R (pour trois
domaines de liaisons aux microtubules) et 4R (pour quatres domaines). La protéine tau
humaine varie ainsi en taille, allant de 352 & 441 acides aminés (Figure 26A). L’expression
des différents isoformes est régulée au cours du développement avec 1’expression foetale
d’une forme unique : Tau ON3R. Dans le cerveau adulte, la proportion de tau 3R et 4R est
équilibré a 1:1 (Goedert et al., 1989).

Structurellement, tau est divisée en deux grandes parties : d’une part, une région acide
comprenant P’extrémité N-ter et le domaine de projection permettant 1’interaction avec
d’autres ¢léments du cytosquelette, les mitochondries, la membrane plasmique et des
partenaires protéiques ; et d’autre part, une région basique composée d’un domaine riche en
prolines, d’un domaine de liaison aux microtubules, constitué de trois a quatre domaines
répetés (3R ou 4R), et de I’extrémité C-ter (Sergeant et al., 2008; Wang & Mandelkow,
2016).

3.2. Modifications post traductionnelles de tau
Depuis que tau a été découverte hyperphosphorylée au sein des DNFs (Brion et al., 1985a;
Grundke-lgbal et al., 1986), beaucoup de travaux ont été réalisés afin d’étudier ses

modifications post-traductionnelles de tau. Ainsi, tau est une protéine sujette a de nombreuses
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modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation (la plus étudiée) mais
¢galement 1’acétylation (Cohen et al., 2011), la nitration (Horiguchi et al., 2003), la glycation
(Ledesma et al., 1995), I’O-glycosylation (Arnold et al., 1996), 1’ubiquitination (Cripps et al.,
2006), la SUMOylation (Dorval & Fraser, 2006),
I’isomérisation (Miyasaka et al., 2005), ou encore le clivage protéolytique (Gamblin et al.,
2003).
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Figure 26 Gene, structure et sites de phosphorylation de la protéine tau. (A) L’épissage alternatif
des exons 2, 3 et 10 permet de donner naissance a 6 isoforomes de tau. (B) Principaux sites de
phosphorylation de la protéine. (Gotz et al., 2019)

La protéine tau possede plus de 85 sites potentiels de phosphorylation (Sergeant et al.,
2008), sous le contrble de nombreuses kinases et phosphatases. Chez les patients, la
phosphorylation de tau augmente d’un facteur 2 ou 3 par rapport a un cerveau sain (6-
8 mol P/mole de tau vs 2-3 mol P/mole de tau respectivement) (Kopke et al., 1993).
Actuellement, 63 sites de phosphorylation de tau ont été décrits comme phosphorylés dans les
souris, modeles ou non de la maladie d’Alzheimer (Morris et al., 2015), et 42 au sein des
DNFs chez I’THomme (40 Ser/Thr et 2 Tyr) (Figure 26B) (Hasegawa et al., 1992; Morishima-
Kawashima et al., 1995; Hanger et al., 1998). Cette phosphorylation se fait essentiellement

sur des motifs Serine ou Thréonine suivis d’un résidu Proline, qui sont la cible de nombreuses
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protéines kinases dirigées par des prolines (PDK, de I’anglais proline directed kinase). On
retrouve dans cette classe PDK la principale kinase de Tau, la GSK3p, mais également la
cyclin-dependent like kinase-5 (cdk5) et la dual specifcity tyrosin phosphorylation regulate
kinase 1A (DYRK1A) (Arioka et al., 1993; Morishima-Kawashima et al., 1995; Woods et al.,
2001; Liu et al, 2008). D’autres kinases phosphorylent également tau, dont la
calcium/calmoduline-activated proteine kinase Il (CaMKII), la microtubule affinity regulated
kinase 110 (MARK p110), la protéine kinase A (PKA) et la caséine kinase 1 (CK1) (Baudier
& Cole, 1988; Drewes et al., 1997; Ledesma et al., 1992; Singh et al., 1996, 1997; Sironi et
al., 1998). La principale phosphatase de tau est la PP2A, responsable de 70% de I’activité
phosphatase dans le cerveau (Bennecib et al., 2000; Gong et al., 2000; Liu et al., 2005).

3.3. Processus d’agrégation de tau

Comme mentionné précédemment, les filaments appariés en hélice (PHF, de I’anglais
paired helical filaments) observés dans les cerveaux de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer sont constitués de protéines tau (Figure 27) (Brion et al., 1985b; Delacourte &
Defossez, 1986) dans un état anormalement phosphorylé (Grundke-Igbal et al., 1986). De
récents travaux ont montré la structure de tau au cceur des filaments par microscopie cryo-
électron (cryo-EM) dans la maladie d’Alzheimer, la maladie de Pick et 1’encéphalopathie
traumatique chronique, révélant des structures distinctes, suggérant que les mécanismes
conduisant a I’agrégation de tau dans ces trois maladies sont potentiellement différents
(Fitzpatrick et al., 2017; Falcon et al., 2018, 2019). Tau est intrinséquement une protéine
désordonnée, sans structure tertiaire (Jeganathan et al., 2008), méme si plusieurs éléments de
structures secondaires transitoires et stabilisés par des phosphorylations particuliéres, dans la
région Ser202/Thr205 et Thr231 ont été décrits (Gandhi et al., 2015; Mukrasch et al., 2009;
Schwalbe et al., 2015; Sibille et al., 2012). Une implication de la phosphorylation dans le
processus d’agrégation de tau est encore discutée dans la communauté scientifique, avec
seulement quelques études établissant un lien direct entre ces deux événements (Alonso et al.,
2001; Wang et al., 2007; Despres et al., 2017)

La quantité de dégénérescence neurofibrillaire dans le cerveau corréle avec 1’évolution des
troubles cognitifis contrairement aux dépdts amyloides (Alafuzoff et al., 1987; Arriagada et
al., 1992; Braak & Braak, 1991; Brier et al., 2016; Grober et al., 1999; Maass et al., 2017,
Pontecorvo et al., 2019; Schwarz et al., 2016).
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Figure 27 : Processus d'agrégation de tau. La protéine tau sous formes monomériques va pouvoir
adopter une conformation particuliére via I’accumulation de modifications post-traductionnelles. Cette
forme conformationnelle va former des oligomeres pour ensuite s’assembler sous formes de PHS, qui
compose la dégénérescence neurofibrillaire (DNF) au sein des neurones (Graham et al., 2017).

3.4. Fonctions physiologiques de tau

La protéine tau est pléiotropique (Figure 28). Elle fut a I’origine décrite comme un facteur
permettant 1’assemblage des microtubules, d’ou son acronyme (Tubulin associated unit)
(Weingarten et al., 1975; Witman et al., 1976). L’affinité de tau pour les microtubules est
modulée par son nombre de domaines de liaison aux microtubules (microtubule binding
domain, R1 a R4). En effet, les formes 4R ont plus d’affinité pour les microtubules que les
formes 3R (Gustke et al., 1994; Goode et al., 1997; Panda et al., 2003). Cette interaction
semble impliquer des liaisons ioniques car les domaines de liaisons aux microtubules sont
chargés positivement et les microtubules le sont négativement (Jho et al., 2010; Kadavath et
al., 2015). Il a également été révélé, par cryo EM, que des tandems de domaines de liaisons
aux microtubules pouvaient intéragir avec les diméres de tubulines a-B, stabilisant ainsi le
profilaments (Kellogg et al., 2018). La région N-ter de tau régule, quant a elle, I’espace entre
les microtubules (Frappier et al., 1994). Enfin, tau régule également les moteurs moléculaires
comme la kynésine et la dynéine, qui permettent le transport de protéines le long de I’axone,
comme des facteurs neurotrophiques et des protéines malconformées (Chevalier-Larsen &
Holzbaur, 2006; Dixit et al.,, 2008). La protéine tau régule également le trafic des
mitochondries le long de 1’axone (Mandelkow et al., 2004; Tatebayashi et al., 2004).

Sur le plan métabolique, il a récemment été montré au laboratoire que tau était nécessaire
au bon fonctionnement de la voie de signalisation de I’insuline (Marciniak et al., 2017). Ainsi
la délétion de tau conduit a une perte de l’effet anorexigénique de I’insuline dans
I’hypothalamus, alors que la surexpression de tau améliore la réponse du cerveau a I’insuline
(Leboucher et al., 2019). Cet effet bénéfique de tau serait di a son intéraction avec la protéine

PTEN (phosphatase and tensin homologue on chromosom 10), un inhibiteur de la voie PI3K-
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Akt du récepteur de I’insuline. Tau bloquerait ainsi 1’effet inhibiteur de PTEN par
séquestration.

La protéine tau est également retrouvée au niveau nucléaire (Metuzals et al., 1988; Loomis
et al., 1990; Maina et al., 2016). En effet, la protéine tau déphosphorylée peut étre transloquee
au noyau apres stress cellulaire (Alonso et al., 2010; Sultan et al., 2011). Au sein du noyau,
elle est en mesure d’interagir avec la production d’ARN ribosomaux (Bou Samra et al., 2017)
ainsi que d’interagir avec I’ADN dans les régions riches en A et T via le domaine de liaison
aux microtubules et le domaine riche en prolines (Hua & He, 2003; Sjoberg, 2006; Rossi et
al., 2013; Qi et al., 2015). Elle est également impliquée dans la protection des dommages aux
ARN et a ’ADN (Sultan et al., 2011; Violet et al., 2014). Enfin, des travaux sont en cours
quant a I’'implication de tau dans la régulation de 1’expression génique via des modifications
de D’épigénome telles que D’acétylation des histones ainsi que dans le maintien de
I’hétérochromatine péricentromérique (Chatterjee et al., 2018; Mansuroglu et al., 2016; Perez
etal., 2009).

Bien que tau soit principalement retrouvée au niveau de 1’axone, elle est également
présente dans environ 70% des dendrites (Tai et al., 2012). Aussi, elle peut étre libérée dans la
fente synaptique de facon dépendante a I’activité neuronale, lui permettant de rejoindre le
neurone post-synaptique ou les cellules gliales (Pooler et al., 2013; Yamada et al., 2014;
Sokolow et al., 2015). Au niveau de la densité post-synaptique, tau interagit avec les AMPAR
(Yagishita et al., 2015; Suzuki & Kimura, 2017; Shrivastava et al., 2019) et NMDAR,
notamment via l’interaction de tau avec fyn, régulant 1’état phosphorylé de la sous-unité
NR2B du NMDAR et son adressage a la membrane (Ittner et al., 2010; Mondragon-
Rodriguez et al., 2012; Yagishita et al., 2015; Shrivastava et al., 2019). La protéine tau
apparait également comme essentielle pour les effets neuroprotecteurs du BDNF (Chen et al.,
2012; Burnouf et al., 2013; Jiao et al., 2016a) et les effets synaptotoxiques du peptide AB
(Rapoport et al., 2002; Roberson et al., 2007; Shipton et al., 2011).

3.5. Fonctions pathologiques de tau

Les différentes fonctions de tau, présentées dans le paragraphe précédent, sont altérées lors
de processus pathologiques (Figure 28). Ainsi, sa capacité a lier les microtubules est diminuée
lorsque tau est hyperphosphorylée, conduisant a une dépolymérisation des microtubules, et
donc une altération du transport axonal (Biernat et al., 1993; Cleveland et al., 1977; Drewes et
al., 1995; Hamdane et al., 2003; Sengupta et al., 1998), ainsi qu’une réduction du transport
axonal des mitochondries (Rodriguez-Martin et al., 2016). L’hyperphosphorylation et
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I’oligomérisation de tau induisent une perte de la fonction protectrice de I’ADN de tau
(Alonso et al., 2010; Sultan et al., 2011; Lu et al., 2013; Violet et al., 2015). De plus, une
relocalisation de tau, dans un état hyperphosphorylé, a été observée, du compartiment axonal
vers le compartiment somato-dendritique, conduisant a des altérations synaptiques (Tashiro et
al., 1997; Hoover et al., 2010; Zempel et al., 2010). L hyperphosphorylation ou 1’acétylation
anormale de tau est associée a des altérations du trafic des récepteurs glutamatergiques (Lau
et al., 2016; Tracy et al., 2016) et a une perte des épines dendritiques expliquant les déficits
cognitifs liés a la pathologie tau (Muntané et al., 2008; Hoover et al., 2010; Pinheiro et al.,
2016; Chatterjee et al., 2018).

De plus, le métabolisme énergétique des patients atteints de la maladie d’Alzheimer est
diminué avec une réduction de I’utilisation du glucose au niveau central (Mosconi et al.,
2008; Teune et al.,, 2010). La déprivation en glucose induit une augmentation de
phosphorylation de tau via I’activation de la voie p38 MAPK et est suffisante pour induire des
troubles mnésiques (Lauretti & Pratico, 2015; Lauretti et al., 2017). A titre d’exemple, chez
les animaux qui hibernent il y a une augmentation de la phosphorylation de tau naturelle
déclenchant la formation de structures ressemblant a des filaments appariés en hélice (Planel,
2004; Arendt et al., 2015). Ces modifications sont réversibles sauf lorsque la déprivation en
glucose persiste (Arendt et al., 2015). Dans un contexte d’hypométabolisme, la kinase AMPK
(AMP-activated protein kinase) est activée et phosphoryle tau directement (Wang et al., 2007,
Thornton et al., 2011; Vingtdeux et al., 2011; Domise et al., 2016).

Par ailleurs, la protéine tau peut se propager de cellules a cellules, ce qui a été montré dans
différents modeéles in vitro et in vivo. Ainsi, le contact synaptique entre les neurones
favoriserait la propagation de la pathologie tau in vitro (Calafate et al., 2015). Cependant, le
mécanisme par lequel la protéine tau serait libérée dans 1’espace extracellulaire pour passer
d’un neurone a un autre n’est pas encore complétement élucidé. Des travaux ont montré que
la majorité de la protéine tau extracellulaire serait sécrétée sous forme libre (Dujardin et al.,
2014; Katsinelos et al., 2018; Pooler et al., 2013; Wu et al., 2016; Yamada et al., 2014) mais
elle peut également étre sécrétée sous forme vésiculaire (ectosomes et exosomes) (Dujardin et
al., 2014; Yamada et al., 2014; Asai et al., 2015; Wang et al., 2017). Ces différentes formes
de sécrétion ainsi que la formation de nanotubes peuvent permettre le transfert de tau d’une
cellule a une autre (Tardivel et al., 2016).

De plus, des travaux ont montré que la protéine tau pathologique induisait le recrutement et
I’assemblage de protéine tau sauvage, et ¢galement que la pathologie tau se propagait a des

régions connectees synaptiqguement (Clavaguera et al., 2009). L’existence d’un transfert de
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tau pathologique de synapse a synapse a également été montré dans notre laboratoire, dans
des modeéles in vitro et in vivo (Dujardin et al., 2014). Ces travaux ont permis de formuler
I’hypothése que tau pourrait étre une protéine de type prion, adoptant ainsi une conformation
tridimensionnelle particuliere lui permettant de recruter la protéine tau sauvage et de former
des agrégats cellulaires. En outre, ces formes pathologiques seraient capables d’étre libérées
dans la fente synaptique et ainsi de se transmettre de neurones en neurones, propagant alors la
pathologie tau aux régions interconnectées (Alonso et al., 1996; Clavaguera et al., 2009;
Fraser, 2014; Holmes & Diamond, 2014; Hu et al., 2016; Sanders et al., 2014; Ayers et al.,
2018).
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Figure 28 : Fonctions physiologiques et pathologiques de la protéine tau.

3.6. Liens entre la proteine tau et le peptide amyloide Ap

Une relation bidirectionnelle existe entre tau et Ap. Il a été montre que Ap était en mesure
d’augmenter la phosphorylation de tau via I’activation de la signalisation AKT-GSK3p ou
cJun kinase provoquant une hyperphosphorylation de tau (G6tz et al., 2001; Lewis et al.,
2001; Ma et al., 2009; Tokutake et al., 2012; Li et al., 2016). De plus, la toxicité amyloide sur

la cognition dans le contexte de la maladie d’Alzheimer serait en grande partie due a la
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pathologie tau. Cet effet synergique entre tau et Ap dépendrait de la kinase Fyn. Celle-ci est
impliquée dans 1’adressage et le maintien des récepteurs glutamatergiques au niveau post-
synaptique, et essentielle pour un bon encodage de 1’information (Roberson et al., 2007, 2011;
Li & Gotz, 2017). A I’inverse, des études plus récentes ont montré que Fyn n’était pas
nécessaire a la toxicité d’ AP induite par tau (Castillo-Carranza et al., 2015; Ittner et al., 2010;
Roberson et al., 2011; Shipton et al., 2011; Vossel et al., 2010).

3.7. La famille des tauopathies

Les tauopathies sont un regroupement de maladies neurologiques humaines chez lesquelles
sont retrouvées des inclusions de tau dans les neurones et/ou les cellules gliales, classifiées
originellement par Bernardino Ghetti et Michel Goedert (Lebouvier et al., 2017). Les DNF
(neurofibrillary tangle en anglais) ont été décrites pour la premiere fois en 1906 par Alois
Alzheimer, sur un cerveau de démence présénile. On distingue classiquement les tauopathies
primaires qui possédent des lésions n’impliquant que la protéine tau, et les tauopathies
secondaires ou 1’ont retrouve plusieurs types de I€sions.

Les tauopathies primaires incluent la tauopathie primaire liée a 1’age (PART) (Crary et al.,
2014; Duyckaerts et al., 2015) et les degénérescences lobaires frontotemporales (Spillantini et
al., 1998a) — regroupant plusieurs maladies : la paralysie supranucléaire progressive (PSP)
(Boxer et al., 2017), la dégénérescence corticobasale (CBD) (Sergeant et al., 1999), la
maladie de Pick (Buée Scherrer et al., 1996), la maladie a grains argyrophiles (Buée-Scherrer
et al., 1997; Hof et al., 1992) ainsi que plusieurs formes liées a des mutations du gene MAPT
(Spillantini et al., 1998a, 1998b). L’inclusion des formes de protéines tau 3R ou 4R au sein
des agrégats est différente selon les tauopathies (cf. Tableau 3) (Sergeant et al., 1999) alors
que la maladie de Pick est une tauopathie 3R (Buée Scherrer et al., 1996). La maladie
d’Alzheimer, est, quant a elle, une tauopathie mixte (3R et 4R). Les lésions dans la maladie
d’Alzheimer et la trisomie 21 (down’s syndrom) se caractérisent par la présence conjointe de
dégénérescences neurofibrillaires et de dépdts amyloides, ce qui en fait des tauopathies
secondaires. Ces lésions histologiques de tau touchent a la fois les neurones et les cellules

gliales (Figure 29).
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Predominant
Disease Tau isoform Affected cell types | Affected brain regions Pathology
Pick’s disease 3R Neurons and glia Frontal, temporal, and Pick bodies, neuropil threads,
parietal lobes; ramified astrocytes, and round
hippocampus aggregates
Corticobasal 4R Neurons and glia Frontal and parietal Ballooned neurons, pretangles,
degeneration cortices; substantia astrocytic plaques, coiled
nigra bodies, and neuritic threads
Progressive 4R Neurons and glia Frontal cortices, Neurofibrillary tangles, globose
supranuclear palsy subthalamic nucleus, tangles, tufted astrocytes,
brain stem coiled bodies
Globular glial 4R Neurons and glia Frontal and temporal Globose oligodendrocyte
tauopathy lobes inclusions
Argyrophilic grain 4R Neurons and glia Transentorhinal and Argyrophilic grains,
disease entorhinal cortices, oligodendritic coiled bodies,
hippocampus neuronal pretangles
Alzheimer’s disease 3R and 4R Neurons Entorhinal cortex, Neurofibrillary tangles,
hippocampus, cortex neuropil threads

Tableau 3: Classification et lésions histologiques des principales tauopathies. Il existe des
tauopathies 3R (Pick), 4R (CBD, PSP) et mixte 3R/4R (Alzheimer) (G6tz et al., 2019).
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Figure 29 : Lésions histologiques des tauopathies. Les aggrégats de tau peuvent étre retrouvés dans
les neurones ou dans les cellules gliales selon les pathologies (Go6tz et al., 2019).
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4. La neuro-inflammation

4.1. Composante cellulaire

Dans la maladie d’Alzheimer, la neuro-inflammation est considérée comme la troisieme
composante lésionnelle (Heneka et al., 2015). Celle-ci va mettre en jeu les cellules gliales
dans un mécanisme de défense afin de prévenir ’accumulation de tau et d’Ap. Toutefois,
devant la production continue de ces protéines, la neuro-inflammation devient chronique,
passant de neuroprotectrice a neurotoxique. La découverte de nombreux facteurs de risques
génétiques de la maladie d’Alzheimer associés a la neuro-inflammation a par ailleurs renforcé

son statut d’acteur a part entiere dans la progression de la maladie (Karch & Goate, 2015).

4.1.1. Réactivité microgliale

Les cellules microgliales constituent la premiére ligne de défense du cerveau. Lors de
lésion ou de I’entrée d’un agent pathogene, celles-ci vont migrer au site concerné et
phagocyter les débris cellulaires et pathogenes. Afin de mener a bien ces fonctions, ces
cellules possédent un ensemble de récepteurs reconnaissants des motifs variés, appelés PRR
(patern recognition receptors). Ceux-ci peuvent reconnaitre des motifs moléculaires associés
aux pathogeénes tels que le LPS, ce sont les PAMPs (pathogen associated molecular patterns).
IIs vont également reconnaitre des signatures moléculaires de danger issus des cellules hétes
elles-mémes, ce sont les DAMPs (Damage-associated molecular patterns ou danger-
associated molecular patterns). Lorsque ces récepteurs PRR sont activés, une cascade de
signalisation s’en suit, activant de facteurs de transcription tels que NF-KB (nuclear factor-
kappa B) afin d’augmenter I’expression de génes pro-inflammatoires (Venegas & Heneka,
2017).

Dans le contexte de la maladie d’Alzheimer, les microglies vont étre activées de fagon
chronique par les peptides AP et les protéines tau pathologiques (Maezawa et al., 2011;
Morales et al., 2013; Taneo et al., 2015). La proteine tau, sous forme phosphorylée ou non,
est capable d’activer les cellules microgliales, induisant alors un profil pro-inflammatoire via
I’activation de la voie p38 MAPK (Perea et al., 2018). Contrairement a une entrée de
pathogéne ou une Iésion tissulaire, I’accumulation de ces protéines mal conformées est
chronique, induisant une modification fonctionnelle persistante des cellules microgliales.
D’un phénotype neuroprotecteur elles vont progressivement évoluer vers un phénotype
neurotoxique, signe d’une maladaptation de la neuro-inflammation (Doty et al., 2015;
Mizuno, 2012).
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Les cellules microgliales réactives sont localisées a proximité des dépbts amyloides et des
dégénérescences neurofibrillaires (Nicoll et al., 2003; Nilson et al., 2017; Zotova et al.,
2013). Leur activation progressive au cours de la maladie est également corrélée a 1’évolution
du déclin cognitif et a la pathologie (Fan et al., 2015; Hamelin et al., 2016; Okello et al.,
2009; Ramanan et al., 2015).

4.1.2. Réactivité astrocytaire

Les astrocytes sont aussi retrouves dans un état réactif et dans la vicinité des lésions
(Simpson et al., 2010). L’apparition de ces astrocytes réactifs se fait bien avant I’apparition
des lésions histologiques (Carter et al., 2012; Wharton et al., 2009). A la maniére des cellules
mentionnées précédemment, les astrocytes sont capables de migrer vers les dépdts amyloides
et d’en favoriser la clairance (Wyss-Coray et al., 2003; Lai et al., 2013). Ainsi, le blocage des
astrocytes contribue a accentuer I’accumulation de peptides amyloides (Kraft et al., 2013).

Les astrocytes vont subir des remaniements fonctionnels, parmi lesquels la diminution des
transporteurs glutamatergiques GLT-1, chargés de recapturer le glutamate synaptique
(Simpson et al., 2010), mais également libérer du glutamate en réponse a la stimulation par le
peptide AP (Talantova et al., 2013). Ces mécanismes contribueraient a augmenter les niveaux
de glutamate extracellulaire, favorisant un contexte d’excitotoxicité, qui constitue par lui-
méme un facteur pro-inflammatoire (Dai et al., 2010).

La libération de molécules inflammatoires par la microglie, notamment IL-1a, TNFa et
Clqga, va induire un changement phénotypique des astrocytes, d’un profil neuroprotecteur A2
vers un profil neurotoxique Al (Liddelow et al., 2017; Zamanian et al., 2012). Ces derniers
ont été observés, dans plusieurs maladies neurodégénératives : la maladie d’Alzheimer, la

maladie de Parkinson et la maladie de Huntington (Liddelow et al., 2017).

4.1.3. Rétrocontréle neuronal

En marge des cellules gliales, les neurones sont également en mesure d’exercer un
rétrocontréle sur la réactivité gliale. Cette communication neurone — microglie est médiée par
de nombreuses molécules parmi lesquelles on trouve CX3CL1/CX3CR1, CD200/CD200R,
CSF1/CSF1R ou encore les voies purinergiques ATP/P2Y et ATP/P2X (Wohleb, 2016).
Ainsi, la libération des protéines neuronales CD200 et fractalkine CX3CL1 vont activer leurs
récepteurs microgliaux, CD200R et CX3CR1. L’activation de ces derniers va diminuer la
réactivité microgliale et favoriser leur survie et leur prolifération (Cardona et al., 2006; Hoek
et al.,, 2000; Kim et al., 2011; Zhan et al., 2014). Toutefois, au cours de la maladie
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d’Alzheimer il semble y avoir une perte de ces deux ligands (Duan et al., 2008; Walker et al.,
2009). De plus, il a recemment été montré que tau pouvait se lier de maniere compétitive sur
le récepteur CX3CRL1 et favoriser ainsi sa propre internalisation (Bolos et al., 2017). A
I’inverse, plusieurs études suggeérent que ces voies seraient augmentées au cours de la maladie
et favoriseraient I’activation anormale des cellules gliales (Luo et al., 2013; Guan et al., 2016;
Wohleb et al., 2018). Cela renforce I’idée selon laquelle les interactions neurones — glie vont

évoluer tout au long de la maladie d’Alzheimer, et avoir des effets radicalement opposés.

4.1.4. Systéeme immunitaire périphérique

Parmi les facteurs inflammatoires libérés sont retrouvés les chémokines. Ces molécules ont
un pouvoir attractant en regard des cellules inflammatoires, au niveau central comme
périphérique. Ainsi, dans la maladie d’Alzheimer est retrouvée une infiltration de différents
types de cellules périphériques telles que les cellules natural killer (Kelly et al., 2013), les
neutrophiles (Zenaro et al., 2015), les macrophages (Fiala et al., 2002) ainsi que les cellules
de I’'immunité adaptative : les lymphocytes T CD3+/CD8+ cytotoxiques et CD3+/CD4+
« helper » (Itagaki et al., 1988; Laurent et al., 2017; Rogers et al., 1988; Togo et al., 2002).
Leurs rbles dans 1’évolution de la maladie sont encore mal connus. Toutefois, nous avons
montré au laboratoire que la délétion des lymphocytes par immunothérapie était bénéfique
vis-a-vis des déficits mnésiques et de la neuro-inflammation dans un modéle de tauopathie
(Laurent et al., 2017). A T’inverse, d’autres études ont montré que les lymphocytes T
« helper » CD4+ étaient benéfiques dans ce contexte (Baek et al., 2016; Dansokho et al.,
2016). Ces différentes études ouvrent de nouvelles perspectives quant aux pistes

thérapeutiques concernant la maladie d’ Alzheimer.

4.2. Conséquences pathologiques
La neuro-inflammation, va par elle-méme, favoriser a terme le renforcement des processus

pathologiques liés a tau et a AB, contribuant directement a la perte neuronale et synaptique.

4.2.1. Sur la pathologie amyloide
Les cellules gliales vont migrer a proximité des dépdts amyloides afin de les phagocyter.
Toutefois, I’excés de production de molécules pro-inflammatoires va progressivement réduire
leurs capacités a phagocyter, résultant en I’accumulation de peptides amyloides AP sous
forme de larges dép6ts amyloides (Koenigsknecht-Talboo & Landreth, 2005; Pan et al.,
2011). En outre, I’activation de I’inflammasome NLRP3 (cf. Figure 16 page 54) va résulter en
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la production d’IL-1p mature et favoriser le développement de la pathologie amyloide et des

troubles cognitifs associés (Heneka et al., 2013; Stancu et al., 2019; Tejera et al., 2019).

4.2.2. Sur la pathologie tau

L’activation microgliale contribue également au développement de la pathologie tau
(Maphis et al., 2015). Les molécules pro-inflammatoires telles qu’IL-1p vont favoriser la voie
p38 MAPK et induire I’hyperphosphorylation de tau (Li et al., 2003; Ghosh et al., 2013;
Bhaskar et al., 2010). De méme, le TNFa favorise la production de ROS ce qui entraine aussi
I’hyperphosphorylation (Gorlovoy et al., 2009). La microglie et les astrocytes seraient
également mis en jeu dans les processus de propagation de la pathologie tau (Perea et al.,
2018, 2019). En effet, toutes les deux sont capables d’internaliser des formes solubles et/ou
oligoméres de tau (Bolos et al., 2017; Luo et al., 2015; Perea et al., 2019; Sanchez-Mejias et
al., 2016) et ensuite de les libérer via des exosomes, contribuant ainsi a cette propagation
(Rajendran et al., 2014; Polanco et al., 2016). L’inhibition de la biosynthése d’exosome ainsi
que la déplétion de la microglie permet de réduire drastiquement cette propagation dans un
modele murin de tauopathie (Asai et al., 2015; Leyns & Holtzman, 2017).

4.2.3. Sur lintégrité neuronale et synaptique

Ces différents remaniements gliaux couplés a la production de molécules pro-
inflammatoires libérées par les cellules gliales vont profondément altérer le fonctionnement
synaptique, jusqu’a provoquer la mort des neurones. Ainsi, au cours de la maladie, les cellules
microgliales vont subir une rétractation de leurs prolongements, ce qui va diminuer leurs
contacts avec les synapses (Davies et al., 2017). La production de facteurs trophiques et de
gliotransmetteurs va également diminuer au profit de la production de molécules pro-
inflammatoires (Harada et al., 2016; Parkhurst et al., 2013; Piacentini et al., 2017). Cette
premiere conséquence de I’inflammation va réduire le soutien trophique aux synapses et
neurones.

De plus, les médiateurs inflammatoires par eux-mémes sont capables d’altérer la plasticité
synaptique. Expérimentalement, il a été montré que les facteurs TNFa, IL-1p, NO, IL-6, C3 et
CCL3, qui sont tous des facteurs augmentés dans la maladie d’Alzheimer, réduisent les
phénoménes de LTP (Lian et al., 2015; Murray & Lynch, 1998; Tancredi et al., 1992, 2000;
Tong et al., 2012).

Enfin, les cellules gliales réactives vont étre également responsables de la destruction

synaptique et neuronale. Une récente étude a d’ailleurs montré que 1’élimination de la quasi-
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totalite des cellules microgliales dans une souris modele d’amyloidogénése (5XxFAD) ne
modifiait pas la pathologie amyloide mais réduisait drastiquement la perte synaptique et la
mort neuronale — un phénomene qui est médié par les cellules gliales réactives (Spangenberg
et al., 2016). Enfin, I’adoption d’un phénotype neurotoxique Al par les astrocytes, induit par
la microglie, induit également la mort neuronale (Liddelow et al., 2017). Cette neuro-
inflammation va donc a travers différents niveaux contribuer a la destruction inéluctable du
fonctionnement synaptique et neuronal, contribuant ainsi a 1’évolution du déclin cognitif et a

la progression de la maladie d’ Alzheimer.
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Figure 30 : Cellules gliales en contexte physiologique et lors de la neuroinflammation. (1) Les
cellules gliales contribuent au bon fonctionnement neuronal et synaptique ainsi qu’a I’homéostasie
tissulaire. (2) Dans la maladie d’Alzheimer, I’accumulation précocé de formes solubles et
oligomériques de tau et d’Ap va induire une réponse inflammatoire. (3) Cette réponse va augmenter
progressivement, favorisant le développement de la pathologie tau et amyloide, et (4) favorisant
I’adoption d’un phénotype neurotoxique par les cellules gliales. (5) La neuro-inflammation finit par
étre hors de contrdle et va induire des dommages synaptiques puis neuronaux.
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5. Facteurs de risques

La maladie d’Alzheimer apparait sous deux formes, une forme familliale et une forme
sporadique. La forme familliale est liée a la mutation de trois génes liés au métabolisme du
peptide amyloide B : APP, PS1 et PS2. Ces formes sont rares et apparaissent précocément
(Rosenberg et al., 2016). Elles concerneraient moins de 1% des cas.

La forme sproadique représente 1’écrasante majorité des cas, dont le facteur de risque
principal est I’age. Son apparition, apres 60 ans (Scheltens et al., 2016), est liée a des facteurs
de susceptibilité génétiques (Lambert & Amouyel, 2011; Cuyvers & Sleegers, 2016) et
environnementaux (Reitz & Mayeux, 2014). Parmi les facteurs génétiques, on retrouve des
facteurs impliqués dans le métabolisme des lipides comme le variant &4 de I’apolipoprotéine
E (Bonham et al., 2016; Rosenberg et al., 2016), mais également des genes impliqués dans
I’inflammation (Fonseca et al., 2016; Guerreiro et al., 2013; Karch & Goate, 2015). Les
maladies touchant au métabolisme tels que 1I’obésité, 1I’hypertension artérielle ou le diabete de
type 2, sont associées a un risque plus élevé de développer la maladie d’Alzheimer (Alford et
al., 2018; Kandimalla et al., 2017; Moonga et al., 2017). Parmi les facteurs protecteurs sont
retrouvés les régimes alimentaires de type méditérranéen, pauvre en viande rouge et riche en
acides gras mono-insaturés (Aridi et al., 2017). Une activité physique et intellectuelle
réguliere semble étre également un facteur protecteur vis-a-vis de 1’apparition de la maladie,
et & ce titre les personnes avec un haut niveau d’étude semblent étre moins atteints par cette
maladie, impliquant potentiellement une réserve cognitive plus importante (Groot et al.,
2018). Par ailleurs, depuis une vingtaine d’années, différentes études suggeérent que la
consommation de café pourrait réduire le risque de développer la maladie et constituerait une
piste thérapeutique intéressante (Eskelinen & Kivipelto, 2010; Flaten et al., 2014). Cet effet
bénéfique du café est largement imputé a la caféine, qui est son principal constituant, et qui
agit dans 1’organisme comme un antagoniste non sélectif des récepteurs a 1’adénosine (Cellai

et al., 2018; Hussain et al., 2018).
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Chapitre 1V : Caféine, récepteurs adénosinergiques et maladie
d’Alzheimer

1. Café et maladie d’Alzheimer

1.1. Café et caféine

Le café et le thé sont les boissons stimulantes les plus consommées par I’Homme. Bien
qu’elles contiennent de nombreuses molécules aux effets variés, elles sont particulierement
riches en caféine. A ce titre, la caféine est la molécule psychoactive la plus consommée dans
le monde. Historiquement, I’Homme a commencé a boire des boissons caféinisées a différents
endroits de par le monde. Les plus anciennes traces remontant a -3000 avant J.C. en Chine
avec la consommation des feuilles de théier pour faire le thé (Evans, 1992). En Amérique, les
civilisations précolombiennes telles que les Mayas utilisaient les grains de cacao pour faire du
chocolat, riche en théobromine et en caféine, dont la plus ancienne trace remonte a -1000
avant J.C. (Henderson et al., 2007). En Afrique, la consommation des noix de cola, contenant
une forte teneur en caféine, remonte sans doute a plus longtemps, peut étre méme a la
préhistoire (Goodman et al., 2007). L arrivée de la caféine en Europe est, elle, beaucoup plus
récente, au cours du 17°™ siécle et devint trés propulaire pendant le siécle des lumiéres,
notamment grace a ses capacités pro-mnésiantes (Fredholm et al., 1999; Borota et al., 2014;
Cappelletti et al., 2015). Ainsi, il est intéressant de noter que la consommation de ces boissons
caféinées a faconner le développement de nombreuses civilisations humaines.

Chez ’homme, I’action pharmacologique de la caféine est multiple. Elle permet d’inhiber
la phosphodiestérase, une enzyme permettant de dégrader I’AMPc et la GMPc, de bloquer les
récepteurs GABAergiques de type A et d’induire la libération du calcium depuis les stocks
intracellulaires (Fredholm et al., 1999). Ces effets sont dommageables au fonctionnement des
cellules, en particulier dans le cerveau. Toutefois, ces effets ne peuvent étre obtenus qu’avec
des doses de 20 a 100 fois plus élevées que celles consommées usuellement (Figure 31). Dans
ces conditions, la caféine va bloquer de maniére non sélective les récepteurs a 1’adénosine.
Comme nous I’avons vu au cours du chapitre I, cela s’explique par la structure trés proche
entre la caféine et I’adénosine (Figure 32) (Borea et al., 2018). Par exemple, au niveau de la
poche hydrophobe du AzaR, on peut noter que 1’adénosine et la caféine ne se lient pas
exactement au méme endroit, provoquant des remaniements structuraux qui, dans le cas de
I’adénosine, permettent aux récepteurs de se coupler aux protéines Gs, et dans le cas de la

caféine, ne le permettent pas (Carpenter & Lebon, 2017).
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A Potency of caffeine at rat and human adenosine receptor subtypes
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Figure 31 : Structure de la caféine et effets biologiques. (A) Le A2aR est le plus sensible a la
caféine parmi les quatres récepteurs adénosinergiques. (B) La caféine est capable de bloquer les
récepteurs A; et A2a, méme a une concentration basse, obtenue apres une tasse de café. L’inhibition de
la phosphodiestérase, le blocage des récepteurs GABA et la mobilisation des stocks de calcium
nécessitent, respectivement, des concentrations 20, 40 et 100 fois supérieures de caféine. La quantité
de caféine nécessaire a ces trois effets est impossible a atteindre avec une consommation normale de
boissons caféinees (Fredholm et al., 1999).
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Figure 32 : Adénosine et caféine intéragissant avec le récepteur Aza. Sites d’interactions respectifs
de I’adénosine (A, référence PDB : 2YDO) et de la caféine (B, référence PDB : 5SMZP) (Carpenter &
Lebon, 2017).
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Chez I’adulte, la caféine a des effets bénéfiques sur I’humeur, 1’attention et le traitement de
I’information (Sawyer et al., 1982; Fredholm et al., 1999, 2005b; Smit & Rogers, 2000; Lorist
& Tops, 2003; Fisone et al., 2004; Haskell et al., 2005). Plus particulierement, elle favorise
I’excitabilité neuronale dans le néocortex (Kerkhofs et al., 2018) et la consolidation de la
mémoire (Borota et al., 2014). De part sa consommation mondiale et ses effets procognitifs,
de nombreuses études se sont intéressées a ses bienfaits sur le vieillissement et les maladies

neurodégénératives.

1.2. Effets bénéfiques du café sur la maladie d’Alzheimer

Depuis une vingtaine d’années, différentes études épidémiologiques ont suggéré que la
consommation de café pourrait réduire le déclin cognitif lié au vieillissement et aux maladies
neurodégénératives (Flaten et al., 2014; Cellai et al., 2018). Au début des années 2000, une
étude rétrospective de Maia & de Mendonga (2002) a montré une corrélation inverse entre la
consommation de caféine et 1’age d’apparition de la maladie d’Alzheimer. Ainsi, les patients
atteints de cette maladie ont consommé environ 75 mg de caféine par jour durant les 20 ans
précédents le diagnostic contre 200 mg pour les sujets agés contréles. Une deuxieme étude,
cette fois prospective, de Ritchie et al. (2007) sur 7000 participants a révelé que les femmes
agées de plus de 65 ans consommant plus de 3 tasses de café par jour présentaient un moindre
déclin de leurs capacités a retrouver des mots et une meilleure mémoire visuopatiale que les
femmes agées buvant seulement une tasse de café ou moins par jour — ce qui ne fut pas
retrouvé chez les hommes ageés. Par la suite, une autre étude longitudinale d’Eskelinen et al.
2009 a montré que dans une population adulte une consommation quotidienne de caféine
allant de 3 a 5 tasses de café par jour, était associée a un risque moindre d’environ 65% de
développer une maladie d’Alzheimer ou autre démence par rapport aux personnes
consommant moins de caféine. Une méta-analyse de Santos et al. (2010) combinant les
résultats de 11 études suggérent également une corrélation inverse entre la consommation de
caféine et le risque de développer la maladie d’Alzheimer. Toutefois, d’autres études n’ont
pas observe cet effet. L’étude présentée par Gelber et al. (2011) ne montre pas de corrélation
entre la consommation de caféine et le risque de démence ou d’altérations cognitives. Par
ailleurs, les auteurs rapportent qu’une consommation quotidienne et importante de caféine
(supérieures a 277 mg par jour), est associée a une diminution de 1’atrophie hippocampique et
des lésions cérébrales. Toutefois, il a aussi été montré que la caféine pouvait étre délétere
concernant les symptdmes comportementaux et psychologiques associés aux démences

(Baeta-Corral et al., 2018). De plus, il a été montré que d’autres molécules présentes dans le
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café peuvent également étre bénéfiques vis-a-vis des troubles cognitifs (Cao et al., 2011;
Jang et al., 2013; Basurto-Islas et al., 2014; Travassos et al., 2015; Low et al., 2019). Ces
travaux suggeérent que la caféine seule ne peut étre tenue responsable de I’intégralité des effets
bénéfiques observés. En définitive, I’ensemble de ces résultats suggere que la consommation
réguliere de café pourrait avoir un rble protecteur vis-a-vis de 1’apparition et du

développement de la maladie d’Alzheimer (Cellai et al., 2018).

2. Caféine et modéles de la maladie d’Alzheimer
Suite a ces études épidémiologiques, de nombreux travaux ont été réalisés chez des
modeéles animaux de cette maladie afin de mieux comprendre I’impact de la caféine dans ce

contexte.

2.1. Effets de la caféine sur la pathologie amyloide

Tout d’abord, les travaux d’Arendash et al. ont montré qu’une dose de caféine inférieure a
10 pM réduisait la production d’APi-40 et APi-42, in vitro, dans un modele de neuroblastomes
murins (N2A) surexprimant I’APPsw (mutée pour favoriser la voie amyloidogénique)
(Arendash et al., 2006). De maniere intéressante, la consommation de caféine de fagon
« préventive », de 4 a 9,5 mois, avec une dose de 300 mg/l de caféine (comparable a une
consommation de 500 mg par jour chez I’homme), réduit le déclin de la mémoire de travail et
de la mémoire spatiale ansi que les niveaux de peptides APi1-40 et AP1-42 dans I’hippocampe de
souris transgéniques APPsw. A un stade tardif (18-19 mois), un traitement « curatif » a la
caféine pendant 4 a 5 semaine est suffisant pour restaurer la mémoire et réduire les formes
solubles et agrégées d’Ap dans 1’hippocampe et le cortex entorhinal de ces souris (Arendash
et al., 2006, 2009). Par ailleurs, une autre étude a montré que le traitement a long terme de
souris APPsw et APPsw/PS1dE9 avec de la caféine réduit également les niveaux
plasmatiques d’A1-40 et AP1-42 (Cao et al., 2011).

2.2. Effets de la caféine sur les modeéles de pathologie tau

Faisant suite aux travaux réalisés sur la pathologie amyloide, plusieurs études, notamment
celles du laboratoire, ont mis en évidence les effets bénéfiques de la caféine sur la pathologie
tau. En effet, une étude in vitro a montré que la caféine diminuait la phosphorylation de tau
dans une culture de neuroblastome (SH-SY5Y) au niveau des épitopes Ser202/Thr205 (AT8),
Ser199/Ser202/Thr205 (Tau-1) et Thr231 (Currais et al., 2011). Egalement, le traitement de
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lapins nourris avec un régime riche en cholestérol (modele expérimental de la maladie
d’Alzheimer sporadique) avec une dose faible ou haute de caféine (5 et 30 mg de caféine par
jour, correspondant a 60mg par jour chez I’homme) permet une réduction de la
phosphorylation de tau au niveau de 1’épitope Ser396/Ser404 (PHF-1) (Prasanthi et al., 2010).
Dans notre laboratoire, 1’effet de la caféine a été évalué sur un modele murin développant une
pathologie tau progressive associée a des troubles cognitifs et une neuroinflammation
chronique, la souris THY-Tau22. Ces derniéres ont été traitées avec de la caféine de fagon
chronique (300 mg/l) (comparable a une consommation de 500 mg par jour chez ’homme).
Ce traitement prévient 1’apparition des troubles mnésiques, réduit la phosphorylation et la
protéolyse de tau ainsi que la neuroinflammation hippocampique dans ce modéle (Laurent et
al., 2014).

3. A2aR et modeles de la maladie d’Alzheimer

Les effets de la caféine dans la maladie d’Alzheimer ont été imputés principalement au
blocage des récepteurs Axa. De maniére intéressante, 1’effet bénéfique de la caféine dans les
modeles de pathologie tau ou amyloide est reproduit par le blocage sélectif (pharmacologique
et génétique) des A2aRs (Cunha et al., 2008; Dall’Igna et al., 2003, 2007; Faivre et al., 2018;
Laurent et al., 2016; Orr et al., 2018; Silva et al., 2018; Viana da Silva et al., 2016).

3.1. Effets bénéfiques du blocage du Az2aR sur la pathologie amyloide

Le blocage, pharmacologique ou génétique, du A2aR est bénéfique vis-a-vis de la toxicité
synaptique et des troubles mnésiques induits par le peptide amyloide AP (Dall’Igna et al.,
2003, 2007; Canas et al., 2009a). De facon similaire, de récents travaux ont montré que de
courts traitements (entre une et trois semaines) avec un antagoniste sélectif du AzaR
(SCH58260 par i.p. ou KW6002 p.o.) permettaient de réduire les altérations mnésiques dans
deux modeles murins d’amyloidogénéses (APPsw/PS1dE9 et hAPP-J20) (Viana da Silva et
al., 2016; Silva et al., 2018; Orr et al., 2018). Le blocage chronique du A2aR a long terme, de
3 a 9-10 mois, dans le modele APPsw/PS1dE9, a été évalué dans notre laboratoire et a
également montré une ameélioration de la mémoire spatiale avec un effet modéré sur la charge
amyloide au niveau cortical (Faivre et al., 2018). Dans ce sens, plusieurs études suggerent
également que le A2aR pourrait avoir un contrdle sur la production de peptide AB (Lu et al.,

2016; Nagpure & Bian, 2014). Enfin, il a été démontré dernierement que la toxicité
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synaptique liée au peptide amyloide impliquait une augmentation de I’expression du AzaR et

de CD73, favorisant la suractivation du A2aR (Gongalves et al., 2019b).

3.1. Effets bénéfiques du blocage du A2aR sur la pathologie tau

Plusieurs travaux, dont ceux du laboratoire, ont également montré que le blocage
pharmacologique ou génétique du A2aR améliorait les déficits cognitifs et la pathologie dans
les modéles de tauopathies. De méme que pour la caféine (Laurent et al., 2014), le blocage
génétique ou pharmacologique du AzaR chez les souris THY-Tau22 réduit les déficits
mnesiques, la pathologie tau et la neuroinflammation associée (Laurent et al., 2016). Par
ailleurs, lors de lésions cérébrales induites par traumatisme crénien, le blocage du AzaR
permet de réduire les déficits cognitifs précoces et de diminuer 1’hyperphosphorylation de tau
(Zhao et al., 2017a, 2017b).

Ces différentes études montrent que le blocage du AzaR est bénéfique tant bien sur les
troubles cognitifs liés a tau et AP que sur la pathologie elle-méme. Toutefois, de par leur
expression ubiquitaire, ces techniques globales ne permettent pas de comprendre par quels

mécanismes le A2aR est délétere au cours de la maladie d’ Alzheimer.

4. A2aR, vieillissement et maladie d’Alzheimer

4.1. A2aR et vieillissement

Nous I’avons vu au cours du chapitre III, le vieillissement est le principal facteur de risque
de la maladie d’Alzheimer. Par ailleurs, il a été montré que le systeme adénosinergique était
atteint lors du vieillissement, tant au niveau de 1’expression et/ou de la distribution des
récepteurs adénosinergiques qu’au niveau des enzymes régulant la concentration d’adénosine
extracellulaire (Cunha et al., 1995; Canas et al., 2009b; Crooke et al., 2017). La dysrégulation
du récepteur a I’adénosine Aza a été montrée suffisante pour induire des troubles cognitifs liés
a I’age (Cunha 2016). Plusieurs études ont décrit de fagon consistante I’augmentation de la
densité et de la fonctionnalité du A2aR dans 1’hippocampe et le cortex d’animaux agés,
intervenant dans les terminaisons nerveuses glutamatergiques (Canas et al., 2009b; Costenla
et al., 2011; Cunha et al., 1995; Diogenes et al., 2007; Lopes et al., 1999; Rebola et al.,
2003). Il a également été montré récemment par nos collaborateurs que la surexpression
neuronale du A2aR dans I’hippocampe d’individus agees était plus importante chez les
patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Temido-Ferreira et al., 2018). De fagon

intéressante, 1’augmentation de la signalisation neuronale du A2aR chez le rat récapitule un
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phénotype de type vieillissement, caractérisé¢ par un dysfonctionnement de I’axe corticotrope
(ou axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien), une altération de la plasticité synaptique et des
déficits de mémoire (Batalha et al., 2013; Li et al., 2015a; Batalha et al., 2016; Temido-
Ferreira et al., 2018).

Au cours du vieillissement, la pathologie tau présente dans le lobe temporal des patients
agés correle avec 1’apparition du déclin mnésique (Duyckaerts et al., 2015; Josephs et al.,
2017). Dans la maladie d’Alzheimer, la progression de la pathologie tau du cortex entorhinal
vers 1’hippocampe puis vers le néocortex correspond a la progression des symptémes
cliniques (Duyckaerts et al., 1997; Grober et al., 1999; Jucker & Walker, 2013), suggérant un
role central de tau dans le développement des déficits cognitifs. Cependant, la facon dont la
pathologie tau induit ces troubles cognitifs est encore mal comprise.

Le lien entre la signalisation adénosinergique du A2aR et la pathologie tau demeure tres
mal connu. Une précédente étude a rapporté une augmentation significative de 1’expression du
A2aR ainsi que de sa signalisation dans le cortex frontal des patients atteints de la maladie de
Pick, une tauopathie pure (Albasanz et al., 2006). Plus récemment, une étude a révélé une
corrélation entre le niveau d’expression du A2aR, les stades de Braak et les troubles cognitifs
chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Orr et al.,, 2015), suggérant que
I’augmentation des niveaux du A2aR en lien avec tau puisse contribuer au développement des

troubles cognitifs dans les tauopathies.

4.2. Dysrégulation cellulaire du A2aR au cours de la maladie d’Alzheimer

La dysrégulation du A2aR au cours de la maladie d’Alzheimer pourrait expliquer 1’effet
bénéfique de la caféine. Récemment, un polymorphisme du géne du A2aR, ADORA2A, a été
associé a une atrophie de 1’hippocampe dans les atteintes cognitives 1égéres et la maladie
d’Alzheimer (Horgusluoglu-Moloch et al., 2017), mais aucun polymorphisme de A:R en ce
sens n’a été décrit. De plus, I’expression du A2aR est augmentée dans les neurones et les
astrocytes au cours de la maladie d’Alzheimer (Albasanz et al., 2008; Orr et al., 2015, 2015;
Temido-Ferreira et al., 2018). Plus récemment, I’augmentation d’expression du AzaR a
également été observée dans de nombreux modéles murins de la maladie d’Alzheimer, a la
fois au niveau neuronal (Viana da Silva et al., 2016; Temido-Ferreira et al., 2018; Silva et al.,
2018) et astrocytaire (Faivre et al., 2018; Lee et al., 2018; Orr et al., 2015, 2018). Dans ce
contexte, bloquer A2aR pourrait étre une piste thérapeutique pertinente.

De fagon intéressante, 1’activation du A»aR par des approches pharmacologique est

suffisante pour promouvoir des déficits de mémoire (Pereira et al., 2005; Pagnussat et al.,
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2015). D’une part, I’augmentation du A2aR neuronal ou son activation sélective est suffisante
pour promouvoir des déficits de plasticité et de mémoire dans 1’hippocampe (Giménez-Llort
et al., 2007; Batalha et al., 2013; Li et al., 2015a; Batalha et al., 2016; Temido-Ferreira et al.,
2018). D’autre part, I’activation selective du AzaR astrocytaire est également suffisante pour
favoriser I’apparition de déficits synaptiques hippocampiques (Orr et al., 2015). En somme, la
dysrégulation neuronale ou astrocytaire du A2aR semble suffisante et propice a induire des
troubles de la mémoire. Toutefois, leurs impacts relatifs sur le développement des Iésions
caractéristiques de la maladie d’Alzheimer et les troubles cognitifs associés n’ont pas éeté

évalués a ce jour.
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Notre hypothese de travail est que le récepteur adénosinergique Aza astrocytaire et
neuronal jouerait un rdle important dans le développement des trois composantes lésionnelles
de la maladie d’Alzheimer, a savoir la pathologie tau, la pathologie amyloide et la
neuroinflammation, favorisant ainsi 1’apparition des troubles cognitifs associés.

Les objectifs de ma these sont de mieux comprendre les conséquences de la surexpression
des récepteurs adénosinergiques Aza dans le contexte de la maladie d’Alzheimer. Plus
particulierement, il a été montré qu’au cours de cette maladie, les récepteurs Aza sont
surexprimés et activés dans deux types cellulaires distincts : les neurones et les astrocytes. De
plus, I’augmentation de I’expression de ces récepteurs corréle avec le développement des
Iésions et du déclin cogpnitif.

Afin d’induire une augmentation sélective du A2aR neuronal, nous avons utilisé un
nouveau modeéle de surexpression conditionnelle du récepteur Axa dans les neurones. Nous
avons ensuite croisé ce modele avec des souris THY-Tau22, développant une pathologie tau
progressive afin d’évaluer les conséquences de ce gain de fonction du A2aR sur le
développement de la pathologie et des troubles cognitifs associés. Nous avons également
exploré dans plusieurs autres tauopathies humaines 1’expression du A2aR afin de déterminer
si ’augmentation du A2aR en lien avec tau etait exclusive a la maladie d’Alzheimer. Enfin,
nous avons mis en perspective nos résultats avec ceux obtenus en croisant notre modéle
transgénique de surexpression neuronale du A2aR avec la souris APPsw/PS1dE9, développant
une pathologie amyloide progressive.

Le deuxiéme objectif de ma these a été de comprendre le rble du A2aR au niveau
astrocytaire. Dans un premier temps, nous avons évalué dans un modéle in vitro les
conséquences transcriptomiques de la surexpression astrocytaire du A2aR. Dans un deuxiéme
temps, nous avons utilisé notre nouveau modéle de surexpression conditionnelle des récepteur
Axa dans les astrocytes et nous 1’avons croisé avec les souris THY-Tau22, afin de déterminer
leurs impacts spécifiques vis-a-vis du développement de la pathologie tau et de ses

conséquences.
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1. Expériences réalisées sur tissus humain

1.1. Echantillons de cerveaux post mortem.

Les cerveaux post mortem ont été obtenus grace aux banques de cerveaux des centres
médicaux de Lille (France), Paris (France) et Geneve (Suisse), apres avoir recu les
autorisations des institutions locales et fourni un consentement écrit et éclairé par la famille
du donneur. Nous avons utilisé des échantillons de cortex temporal de trois patients atteints de
dégenérescence lobaire fronto-temporale liée a une mutation du géne de tau, MAPT P301L
(FTLD-tau) (Forrest et al., 2018) et de trois sujets controles d’ages similaires (groupe A)
obtenus a partir de la neurobanque NEUROCEB. Nous avons également utilisé des
échantillons de cortex frontal (aire de Brodmann 10) de 10 patients atteints de FTLD-tau
sporadique (cinq dégénérescences cortico-basales (« CBD ») et cing maladies de Pick
(« Pick ») ainsi que neuf autres sujets controles d’ageq similaires (groupe B), obtenus a partir
des neurobanques de Lille, Paris et Geneve. Les sujets controles ont été définis comme des
individus sans signe de déclin cognitif, sans antécédent d’accident vasculaire cérébral et sans
pathologie cérébrale chronique, ainsi qu’avec un stade de Braak inférieur ou égal a 2. Tous les
patients ont été diagnostiqués par des pathologistes entrainés. Les ages des individus malades
et des sujets contrdles ne varient pas significativement (FTLD-tau P301L : 58 + 7,5 ans,
groupe contrdle A : 65 + 6 ans, p=0,5, test de Student, moyenne + sem / patients CBD : 75 +
1,8 ans ; patients Pick : 66,8 + 1,8 ans ; groupe contrdle B : 75 £ 3,9 ans, p>0,5, One-Way
ANOVA suivi d’un test post-hoc HSD de Tukey; moy = sem). Les différents groupes
d’individus sont également similaires en termes de délai post mortem (FTLD-tau P301L : 18
+ 9,8 heures ; groupe contrble A : 22 + 7,5 heures, p=0,78, test de Student, moyenne + sem /
patients CBD : 15,8 + 5 heures ; patients avec la maladie de Pick : 15,7 + 2,9 heures, groupe
controle B : 18,3 £ 6,1 heures, p>0,5, One-Way ANOVA suivi d’un test post-hoc HSD de
Tukey, moyenne + sem). La plupart des participants et des méthodes ont été décrits et utilises
dans une étude précédente realisee au sein du laboratoire (Huin et al., 2016). Le tissu de
maticre grise frais et congelé d’environ 100 mg, récupéré a I’autopsie et stocké a -80°C, a eté
utilisé afin de réaliser des immuno-empreintes et des PCR quantitatives (qPCR). Un morceau
de matiére grise issu du cortex temporal a été fixé au formalin et inclus en paraffine puis

utilisé pour ’'immunohistologie sur des sections d’épaisseur de §um.
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1.2. Procédures biochimiques pour tissu humain

Le tissu humain a été homogeénéisé avec un tampon Tris contenant 10 % de sucrose dans
un broyeur de tissus de type Potter-Elvehjem en verre borosilicaté avec un pilon en PTFE.
L’homogénat a ensuite été soniqué sur glace et homogénéisé a 4°C pendant une heure. Les
homogénats ont été gardés a -80°C jusqu’a utilisation. Leurs concentrations protéiques ont été
déterminées en utilisant un dosage basé sur 1’acide bicinchonique (BCA ; Pierce) puis les
échantillons ont été dilués dans un tampon de lithium dodécyl sulfate (LDS) supplémenté en
agents réducteurs (Invitrogen) et ensuite séparés sur un gel Criterion Bis-Tris 12 %. Les
protéines ont été transférées sur une membrane de PVDF, qui a ensuite été saturée avec de
I’albumine de sérum bovin (BSA) & 5% dans du TNT (Tris 15 mM pH 8, NaCl 140 mM,
Tween 0,05 %) et incubée & 4°C pendant 24 heures avec les anticorps primaires (Tableau 4).
Apreés rincage, les membranes ont été incubées en en présence d’un anticorps secondaire (IgG
(H+L) couplé a une activité peroxydase HRP (horseradish peroxidase) en fonction de
I’anticorps primaire : anti-souris, anti-lapin (P1-2000 et PI-1000 respectivement, Vector
Laboratories) ou anti-cochon d’inde (A7289, Sigma-Aldrich) pendant 45 minutes a
température ambiante et le signal a ensuite été visualisé via un kit de chemioluminescence
(ECL, Amersham Bioscience) et un systeme d’imagerie LAS4000 (Fujifilm). Les résultats ont

¢té normalisés sur I’actine et la quantification a été réalisée en utilisant le logiciel ImageJ.

1.3. Immunohistofluorescence sur tissu humain

Les coupes de 8 um ont été déparaffinées avec des bains successifs : 3 X 5 minutes dans du
toluene, 5 minutes dans de 1’éthanol 100%, 5 minutes dans de 1I’éthanol 95%, 5 minutes dans
de I’éthanol 70% puis 5 minutes dans du tampon phosphate salin (PBS). Le démasquage
antigénique a eté réalisé sur des sections déparaffinées avec un tampon
éthylenediaminetétraacétique (EDTA) (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, Tween20 0,05 %, pH 9) et
bouillies pendant 10 min au micro-onde. Le tissu a été perméabilisé avec une solution de
Triton X-100 0,2 % pendant 10 minutes. La liaison non spécifique des anticorps est bloquée
en incubant les coupes dans du BSA a 4 % pendant deux heures a température ambiante. Les
coupes ont ensuite été incubées a 4°C pendant deux jours avec un anticorps primaire de lapin
anti-hA2aR (fourni par le Dr. Chern ; Lai et al. 2018) dilué dans un sérum normal de chevre
(1/100 ; S1000, Vector Laboratories). Les coupes ont ensuite été incubées avec 1’anticorps
secondaire de chevre Alexa Fluor 568 anti-lapin (1/200 ; A11011, Life Technologies) pendant
une heure a température ambiante. Apres ringcage avec du PBS, les coupes ont été incubées

avec du sérum de chévre (1/100 ; S1000, Vector Laboratories) pendant une heure et ensuite
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avec un anticorps primaire de souris anti-AT8 (1/500 ; MN1020, ThermoFisher) pendant 24
heures a 4°C. Ensuite, I’anticorps secondaire de chévre Alexa Fluor 488 anti-souris (1/500 ;
A11001, Life Technologies) a été appliqué pendant une heure a température ambiante. Les
noyaux cellulaires ont été marqués par le 4’,6’-diamino-2-phénylindole (DAPI) (1/500 ;
62248, Thermofisher) pendant 10 minutes. Les coupes ont ensuite été incubées dans un
tampon de noir soudan (2160, Millipore) pendant 10 minutes afin de réduire I’auto-
fluorescence des tissus. Des images en Z-stack ont été acquises sur un microscope confocal
Zeiss LSM 710 équipé d’un objectif 40X. La reconstruction en trois dimensions des images a
été realisee en utilisant le logiciel Imaris (Bitplane, USA). La quantification de I’intensité du
signal A2aR avec le marquage cellulaire AT8 positif ou négatif a été réalisée sur des coupes
de patients FTLD-tau et controles du méme age en utilisant le module Cell d’Imaris (Bitplane,
USA). L’analyse a été réalisee sur 9 a 11 images reconstruites en 3D par individus, pour un

total de 30 images par groupe expérimental.

2. Expériences réalisées sur les modéles murins de tauopathies
2.1. Modeles murins utilisés
2.1.1. Génération d’un modéle inductible du A>AR (lignée TRE-A22R)

Une séquence d’ADN complémentaire optimisée du A2aR de 410 acides aminés flanquée
en 5’ d’un site de restriction Clal et d’une séquence consensus Kozak (GCCACC ; Kozack,
1987) et en 3° d’une séquence WPRE (I’élément de réponse du virus hépatique Woodchuk ;
numéro d’accés GenBank : J04514) et le site de restriction ECORV a été généree par GeneArt
(nommée 11AASNZc-mAdora2a). Cette séquence de 1843 paires de bases a été insérée dans
un vecteur modifié pTRE-Tight-BI-AcGFP1 (Clontech) sur le site Clal-EcoRV ; la
modification du vecteur a consisté a ajouter un site de restriction Hindlll en position 2522. Le
fragment du transgene (4671bp) obtenu aprés digestion HindlIll-Vspl incluant les séquences
suivantes : signal polyA SV40, le gene AcGFP1, le promoteur bidirectionnel inductible
Ptight-tet responsive, le géne 11AASNZC-mAdora2a. Ce fragment a été utilisé pour une
injection pronucléaire standard dans une lignée C57BL6/6N (SEAT, UPS44, CNRS, Villejuif,
France). Le génotypage a été réalisé par PCR en utilisant les primers suivants : sens: 5’-
ACACAGGAACACCAGGAAGG-3’, et antisens : 5’-CAACACCACGGAATTGTCAG-3’
permettant I’amplification d’un fragment de 492 paires de bases. La lignée fondatrice

sélectionnée a ensuite été croisée avec des C57BL6/J pendant 10 générations.
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2.1.2. Modéle murin de surexpression neuronale et astrocytaire du A2aR

Tous les animaux ont été élevés et maintenus par groupe de 5 a 6 individus dans des cages
ventilés au sein d’une animalerie exempte d’organisme pathogene spécifique (EOPS) avec un
cycle jour/nuit de 12h/12h, a une température de 22°C ainsi qu’un acces ad libitum a la
nourriture (SafeA04) et a I’eau. L hébergement et les expériences ont été réalisées en accord
avec les standards européens pour les soins et 1’utilisation des animaux de laboratoires, et les
protocoles expérimentaux ont été approuvés par le comité d’éthique animal local (accord
12787-2015101320441671 v9 du CEEATS5, Lille, France). La surexpression du récepteur Aza
(A2aR) neuronal ou astrocytaire a été obtenue en croisant la lignée transgénique TRE-A2aR
(dans lequel le A2aR murin est placé sous controle d’un élément de réponse), qui a été
développée au laboratoire, avec (i) une lignée transgénique CaMKII-tTA, exprimant la
protéine transactivatrice de la tétracycline (tTA) sous contrle d’un promoteur neuronal
spécifique (B6.Cg-Tg(Camk2a-tTA)1Mmay/DboJ;SN 7004; The Jackson Laboratories) ; ou
(ii) avec une lignée GFAP-tTA, exprimant le tTA sous contrdle d’un promoteur astrocytaire
spécifique.

La protéine transactivatrice tTA a précédemment été associée a une atrophie de
I’hippocampe dans une lignée de souris non-C57BL6 (Han et al., 2012). En accord avec cette
étude, 1’évaluation morphologique de I’hippocampe marqué par du crésyl violet n’a pas révélé
de modification chez les souris CaMKII-tTA et GFAP-tTA par rapport aux souris WT, dans la
CALl et le gyrus denté (Figure 33 et données non montrées). Le promoteur CaMKII induit une
expression spécifiqguement dans les neurones a bas niveau a la naissance avec une
augmentation significative entre les 7¢™ et 25°™ jours aprés la naissance (Kelly et al., 1987;
Scholz et al., 1988; Burgin et al., 1990). Le promoteur GFAP induit quand a lui une
expression dans les astrocytes avec toutefois une expression dans les niches neurogéniques
(Garcia et al., 2004; Brenner et al., 1994). Sachant que la signalisation adénosinergique
jouerait un réle durant le développement du cerveau (Rodrigues et al., 2018), I’expression du
transgéne AzaR a été bloquée par la consommation de doxycycline dans I’eau de boisson
(0,2 mg/ml, 2,5 % de sucrose) de I’accouplement jusqu’au sevrage des petits. La doxycycline
est une tétracycline qui a des effets anti-inflammatoires, ce qui a été notamment observé dans
un modéle de la maladie d’Alzheimer (Balducci et al., 2018; pour revue Blum et al., 2004).
Etant donné que ce modele nécessitait d’étre croisé avec des souris modéles de la maladie
d’Alzheimer, développant une pathologie progressive associée a une neuroinflammation
(Laurent et al., 2017), nous avons voulu vérifier que le traitement périnatal avec la

doxycycline n’interférait pas avec le développement d’une neuroinflammation induite a 1’age
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adulte. A cette fin, nous avons analysé la réponse inflammatoire 24 heures apres injection
intrapéritonéale de lipopolysaccharide (LPS 0, 1 ou 5 mg/kg, dilué dans du PBS, L4391
Sigma) dans 1’hippocampe de souris C57BL6/J &gées de deux mois et traitées a la
doxycycline jusqu’au sevrage et leurs contréles de portée. Alors que 1’expression de plusieurs
marqueurs inflammatoires (tels que Illb, Tnfa et Ccl3) a été trouvé significativement
augmentée dans I’hippocampe 24 heures aprés I’injection de LPS, le traitement a la
doxycycline durant la période prénatale n’a pas modulé le développement de la

neuroinflammation induite par le LPS a I’age adulte (Figure 34).
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Figure 33 : Effet de la protéine tTA neuronale sur I’intégrité de I’hippocampe des souris
CaMKII-tTA. Un marquage au crésyl violet n’a révélé aucune différence morphologique (épaisseur
de couche granulaire, de la couche pyramidale, de la CAL et du gyrus denté (DG) ainsi que la surface
du gyrus denté) entre les souris WT et CaMKII-tTA. N = 3 par groupe. Les résultats sont exprimés en
moyenne * sem. Echelle = 500 pm.

103




MATERIELS ET METHODES

A B 80001Ccl3
= #i#
DAMS | PROGENY S § 6000
= *kk
+28d +30d  +24h a8
Mating — Gestationl Lactation | ] gu;-’ 40001
— : x
Vehicle . Water L é 2000+
Doxycycline
T
Birth  Weaning LFl‘S Sacrifice 0 S =
Veh  gPCR LPS(mgkg) 0 1 5 0 1 5
Sucrose Doxycycline
C 100004 Tnfa D 20004111b
= i Ak #iti# —_ ##
5 g 8000 g ‘g 1500-
S 6000 ‘® € %
8 8 8 8 1000/
%"5 4000+ %“5
“E 2000 e 500 |—'L| ﬁ
0 e | | olc= ./
LPS(mgkg) 0 1 5 0 1 5 LPS(mg/kg) 0 1 5 0 1 5
Sucrose Doxycycline Sucrose Doxycycline

Figure 34 : Effet de la doxycyline périnatale sur la neuroinflammation hippocampique induite
par le LPS chez la souris adulte. (A) Des femelles gestantes C57BI6/J ont été traitées a la
doxycycline 0,2 mg/mL dans leur boisson a 2,5% de sucrose, de I’accouplement jusqu’au sevrage des
petits (P28). Un mois apres leur sevrage, les souris ont été injectées avec une solution saline ou de LPS
(1 ou 5 mg/kg). L’expression de plusieurs genes inflammatoires a été évaluée par gPCR dans les
différents groupes d’animaux 24 heures aprés ’injection : 111b (B), Tnfa (C) et Ccl3 (D). L’injection
de LPS a 5 mg/kg augmente significativement ces trois marqueurs par rapport a I’injection saline, sans
différence entre les souris traitées ou non péritanalement avec de la doxycycline, supportant que la
doxycycline ne modifie pas le développement neuroinflammatoire de ces souris a 1’age adulte.
*p<0,05, ***p<0,05 vs groupe sucrose/solution saline (LPS 0 mg/kg), #p<0,01, #*p<0,001 vs groupe
doxycycline/solution saline (LPS 0 mg/kg) en utilisant le test One-Way ANOVA suivi d’un test post-
hoc HSD de Tukey. N = 4 par groupe. Les résultats sont exprimés en moy * sem.
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Figure 35 : Nouveau modele de surexpression conditionnelle des AzaRs. Un cDNA codant pour le
AzaR de souris a été placé sous la dépendance d’un promoteur Tet-responsive Element (TRE-A2aR),
ce dernier étant uniqguement activé en présence de la protéine transactivatrice de la tétracycline (tTA).
Ce systeme d’expression est inhibé par la doxycycline, qui est donnée aux meres avant I’accouplement
et jusqu’au sevrage des petits de fagon a bloquer la surexpression du AzaR durant le développement.
Les souris TRE-Az2aR ont été croisées avec des souris GFAP-tTA ou CaMKII-tTA afin d’induire la
surexpression du A;aR dans les neurones (CaMKII*) ou les astrocytes (GFAPY).

2.1.3. Modéle murin de pathologie tau (THY-Tau22)

Ce modele a également été développé au sein du laboratoire et est caractérisé depuis
plusieurs années. L’expression d’une protéine tau humaine mutée en deux sites (G272V et
P301S), sous la dépendance d’un promoteur neuronal (THY1.2), permet le développement
progressif d’une pathologie tau, apparaissant a 3 mois jusqu’a atteindre un plateau vers 12
mois (Figure 36). La progression de la pathologie tau dans ce modele est corrélée a un déclin
cognitif progressif (Schindowski et al., 2006; Van der Jeugd et al., 2013; Laurent et al.,
2016).

Human mutated Tau
T i —— Thy1.2 E N1 R1 R2 R3 R4

| |
—

C57Bl/6J :foun:z'::: Pathologic mutations : G272V P301S

background

Figure 36 Le modele murin THY-Tau22. La souris THY-Tau22 exprime une protéine tau humaine
4R mutée en deux sites (G272V et P301S), exprimée sous controle du promoteur neuronal THY1.2.
Les souris THY-Tau22 développent une pathologie tau progressive, maximale a 12 mois, qui est
également corrélée a un déclin cognitif progressif.
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2.1.4. Modéle murin de pathologie amyloide (APPsw/PS1dE9)

La lignée APPsw/PS1dE9 (APP/PS1) exprime sous le contrdle du promoteur de la protéine
prion murine (PrP) deux protéines : (i) le précurseur du peptide amyloide (APP) humain muté
en deux sites : K594M/N595L (mutation associée a une famille suédoise ; swedish mutation)
et (ii) la préséniline 1 humaine dont I’exon 9 a été supprimé (Figure 37). La voie
amyloidogénique est fortement augmentée dans ce modele dde a la surexpression de 1’APP
dont la double mutation favorise le clivage par la B-sécrétase. De plus, la délétion de I’exon 9
altere la fonction de ’activité y-secrétase, favorisant ainsi la formation de peptides amyloide
AP plus grands et plus toxiques, avec augmentation du ratio AB1-42/AB1-40 (Jankowsky et al.,
2001, 2004).

Human mutated APP Human mutated PS1
PrP l: U _—
Swedish mutation Deletion of exon 9
C57Bl/6J KM670/671NL

background

Figure 37 : Le modele murin APPsw/PS1dE9. La souris APPsw/PS1dE9 exprime une protéine APP
humaine avec une mutation swedish (K594M/N595L) ainsi qu’une protéine préséniline 1 (PS1) dont
I’exon 9 a été retiré, toutes deux sous contréle du promoteur neuronal PrP.

2.1.5. Stratégie de croisements

Les souris triples transgéniques (THY-Tau22 surexprimant les A2aRs dans les astrocytes
ou les neurones) et leurs contrbles de portées ont été obtenues par deux croisements
successifs, afin d’obtenir en premier lieu des souris males doubles transgéniques THY-
Tau22/TRE-AzaR, puis en second lieu de les croiser avec des souris femelles GFAP-tTA ou
CaMKII-tTA afin d’obtenir les animaux triples transgéniques (Figure 38). La surexpression
des A2aRs est induite aprés le sevrage des souriceaux, au 28°™ jour aprés la naissance, par le
retrait de la doxycycline de I’eau de boisson. Huit génotypes sont obtenus : WT, CaMKII-
tTA, TRE-A2aR, CaMKII-tTA/TRE-A2aR, THY-Tau22, THY-Tau22/CaMKII-tTA, THY-
Tau22/TRE-A2aR and THY-Tau22/CaMKII-tTA/TRE-A2aR et six d’entre eux sont utilisés
dans les expériences (Figure 38). Les souris sauvages et THY-Tau22 ne possédant aucun des
transgénes du systéme Tet-off ont été utilisées afin de vérifier I’absence de différence entre
males et femelles concernant les marqueurs classiqguement dérégulés dans les THY-Tau22
(Figure 38). Il a été fait de méme pour les animaux issus de la lignée GFAP-tTA. Les animaux

qui présentent un des deux transgenes du systeme Tet-off sous fonds sauvage ont eté
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regroupés sous le terme « WT » et ceux sous fond THY-Tau22 sous le terme « Tau », apres
avoir vérifié que les génotypes ainsi regroupés ne présentaient pas de différence en termes de
comportement ou de phosphorylation de tau.

THY-Tau22 TRE-A;.R

l
T - P

THY-Tau22/TRE-A2R CAMKII-tTA (neuronal)
l GFAP-tTA (astrocytic)
Neuronal wild type Wild type Astrocytic
O WT CAMKItTA (3 3 GFAP-+TA O wT
Az2aRneur TRE-AR (3 0 TRE-AR AzaRastr
Bl Tau CAMKII-4TA/TRE-A24R GFAP-tTA/TRE-A;4R B Tau
Tau/AzaReur THY-Tau22 THY-Tau22 Tau/A R st
CAMKII-4TA/THY-Tau22 R Bl GFAP-tTA/THY-Tau22
TRE-A,zR/ITHY-Tau22 Bl TRE-A,,R/THY-Tau22
CAMKII-tTA/TRE-A 2R/ THY-Tau22 GFAP-tTA/TRE-A,sR/THY-Tau22

Figure 38 : Plan de croisements des souris Tau/AxaRasrr et Tau/AzaRneur. Les souris triples
transgéniques (THY-Tau22 surexprimant les A;aRs dans les astrocytes ou les neurones) et leurs
contréles de portées ont été obtenus par croisement de souris doubles transgéniques males THY-
Tau22/TRE-AzaR avec des souris femelles GFAP-tTA ou CaMKII-tTA. Ces souris transgéniques sont
maintenues au laboratoire. L’expression du AsaR est induite apres sevrage par le retrait de la
doxycycline. Parmi les huit génotypes généres, six ont été utilisés dans les expériences ; les souris
sauvages et THY-Tau22 ne possédant aucun des transgenes du systéme Tet-off ont été écartés. Enfin,
les animaux présentant un des deux transgenes du systeme Tet-off sous fond sauvage ont été regroupés
dans le groupe « WT » et ceux sous fond THY-Tau22 dans le groupe « Tau ». Les souris surexprimant
le A2aR neuronal et astrocytaire ont été regroupées sous les termes « AzaRneur » €t « AzaRastr ».

2.1.1. Injections stéréotaxiques
Dans le cadre du projet de surexpression neuronale du AzaR chez les souris
APPsw/PS1dE9, nous avons eu recours a des injections stéréotaxiques afin d’injecter un virus
associé aux adénovirus (AAV) permettant 1’expression de la protéine transactivatrice de la
tétracycline  (tTA) dans des souris APPsw/PS1dE9/TRE-A2aR. Le plasmide
AAV2/5-CBA-tTA-WPRE-bGH a été fourni par Nicole Déglon. Cet AAV a été dilué dans du

PBS avec 0,001% d’acide pluronique et utilisé a la concentration finale de 5.107vg/pl.
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Les animaux ont été anesthésiés par une injection intrapértionéale d’un mélange de
kétamine (100mg/kg) et xylazine (20mg/kg). Une fois endormie et aprés avoir Vérifié
I’absence de réflexe, les animaux ont été rasés sur le crane a 1’aide d’une lame de scalpel et
d’éthanol 70° en prenant grand soin de ne pas toucher les yeux. La peau a ensuite éeté
désinfectée a la bétadine. L’animal a ensuite été placé a plat sur le cadre stéréotaxique, en
placant ses dents dans la barre de geule et en serrant des barres d’oreilles de fagon symétrique.
Une incision longitudinale a été réalisee avec un scalpel stérile afin de dévoiler le crane. Les
coordonnées du bregma et du lambda, suivants les lignes de fusion du créne, ont été mesurées
par stéréotaxie afin de déterminer 1’endroit précis d’injection (Figure 39). Les trois
coordonnées spatiales ont été déterminées par rapport au bregma de la maniere suivante :
antéro-postérieur : bregma -2,5 cm; medio-latéral : bregma -1 cm (& droite) et +1cm (a
gauche) ; dorso-ventral : bregma -1,8 cm. Un repére a été placé sur le crane afin de déterminer
les deux positions d’injections puis le crane a été percé avec une fraise a vitesse moyenne. La
poussiére d’os a ensuite été retirée par un coton tige. La seringue Hamilton 1707 RN de 10ul
a préalablement été ringée a 1’éthanol 70° puis a I’eau 10 fois. La seringue a ensuite été
chargée avec les AAV et lentement descendue le long des coordonnées stéréotaxiques. Le
programme d’injection suivant a été utilisé : une minute d’attente suivi d’une injection de
2 pL a 0,25 pL/min pendant cing minutes. Apres avoir réalisé I’injection de fagon bilatérale,
la peau a été humidifiée au sérum physiologique et recousue. De la bétadine en gel a été
placée le long de la cicatrice et les souris sont mise a I’écart dans une cage sous surveillance.
Les animaux sont ensuite régulierement surveillés jusqu’aux tests comportementaux qui ont

suivis, trois mois plus tard.
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Figure 39 : Structure du crane de souris. Le bregma est utilisé comme repere pour les injections
stéréotaxiques.

2.2. Analyses comportementales
Les animaux ont d’abord été évalués dans différents tests comportementaux a 1’age de 5 a
6 mois. Ces tests ont été réalisés sur la plateforme d’exploration comportementale de la SFR

DN2M au péle recherche de la faculté de Médecine a Lille.

2.2.1. Le test d’actimétrie

Le test d’acimétrie permet d’évaluer ’activité motrice spontanée des souris dans un
champs ouvert, via des rayons photoélectriques infrarouges (Figure 40A). Les souris ont été
placées dans des cage d’actimétries (Bioseb, LE8816) (45 cm x 45 cm x 35 cm) et éclairées a
40 Lux. Dans chaque cage se trouve deux faisceaux infrarouges : le premier a 1 cm du sol
permettant d’évaluer les mouvements horizontaux de I’animal et un deuxiéme a 7 cm du sol
permettant d’évaluer les mouvements verticaux (comme les redressements). Durant le test,
I’animal a été libre d’explorer la cage pendant 10 minutes. La vitesse de I’animal, la distance

parcourue et le nombre de redressements ont été enregistrés par le logiciel Actitrack (Bioseb).

2.2.2. Le test du labyrinthe en croix surelevé
Le but de ce test est d’explorer le comportement de type anxiété en se basant sur I’aversion
des souris pour les environnemens ouverts (Figure 40B). Ce test consiste en un labyrinthe en
forme de croix surélevé avec deux bras fermés et deux bras ouverts (30 cm de long x 6,5 cm

de largeur). Les souris ont été placées au centre du labyrinthe avec leur téte en regard d’un des
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bras fermes et ont exploré librement le labyrinthe pendant 5 minutes. Le temps passé dans

chaque bras est enregistré par le logiciel Ethovision XT tracking system (Noldus).

2.2.1. Le test du labyrinthe en Y

La mémoire spatiale a court terme a été évaluée en utilisant le test du labyrinthe en Y
(Figure 40C). Chaque bras du labyrinthe en Y mesure 22 cm de long, 6,4 cm de large et 15
cm de hauteur. Les murs sont complétement opaques. Des indices spatiaux ont été places sur
les murs tout autour du labyrinthe afin de permettre le repérage spatial des animaux. De la
litiere a été placée au fond du labyrinthe et melangée apres chaque passage. La localisation
des bras de départ, nouveau bras et autre bras a été randomisé pour chaque animal. Durant la
phase d’exposition, les souris ont été placées au bout du « bras de départ » et ont été laissees
libre d’explorer le « bras de départ » et « I’autre bras » pendant 5 minutes (a partir du moment
ou la souris quitte le bras de départ). L’acces au « nouveau bras » a été blogué par une porte
opaque. La souris a ensuite été retirée du labyrinthe puis replacée dans le « bras de départ »
apres 5 minutes. Dans la phase de test, la souris a été de nouveau placée dans le « bras de
départ » et a été laissée libre d’explorer ’ensemble du labyrinthe pendant 1 minute (a partir
du moment duquel la souris a quitter le « bras de départ »). Le temps passé dans chaque bras
durant les deux phases a été enregistré par le logiciel Ethovision XT tracking system
(Noldus). Lors de la phase de test, un index de discrimination a été calculé de la facon

suivante : [nouveau bras / (houveau bras + autre bras)] x 100.

2.2.2. Le labyrinthe de Barnes

Le labyrinthe de Barnes permet d’évaluer 1’apprentissage et la mémoire spatiale des
animaux (Figure 40D). Dans ce test, les souris doivent apprendre a retrouver une boite
d’échappemment située sous un des 40 trous. Pour se faire, les souris ont besoin de se repérer
via des indices spatiaux situés tout autour du labyrinthe sur les murs. Le labyrinthe est une
table circulaire en PVC blanc de 120 cm de diamétre et munie de 40 trous, chacun mesurant 5
cm de diametre et étant situés & 5 cm du bord. La table circulaire est située a 80 cm du sol et
est posé sur un tabouret rotatif, de facon a tourner le labyrinthe a chaque passage. Le
labyrinthe est éclairé a 80 Lux et filmé par une caméra au dessus, relié au logiciel de suivi de
I’animal, EthoVision (Noldus).

Le premier jour les animaux explorent le labyrinthe pendant deux minutes et sont placés
dans la boite d’échappement sous le trou cible s’ils ne parviennent pas a le trouver, ceci afin

de familiariser I’animal avec le test. Le trou cible est défini aléatoirement pour chaque souris.
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Lors de ’apprentissage, les souris vont durant quatre jours et pendant quatre sessions par
jour, apprendre a localiser le trou cible afin de retourner dans la boite d’échappemment. Avant
chaque essai, les animaux sont placés dans un cylindre pendant 10 secondes, puis ce dernier
est retiré, démarrant ainsi la session d’enregistrement. Pour chaque session, la souris doit
retrouver la cible en moins de trois minutes. Si elle ne le trouve pas, elle est guidée par
I’expérimentateur jusqu’a ce dernier et laiss¢ pendant 30 secondes. Les souris passent par
série de trois, avec 15 minutes de repos entre chaque session. Le labyrinthe est nettoyé a
1’éthanol 70°C apres chaque essai et tourné de 45° chaque jour, ceci afin d’éviter un indigage
olfactif. Lors de chaque essai, la distance parcourue jusqu’au trou cible est mesurée. Un jour
aprés le dernier essai, les animaux ont été soumis a un test de rétention au cours duquel la
boite d’échappemment a été retirée. Lors de cette phase, les souris ont été laissées libres
d’explorer le labyrinthe pendant 90 secondes. Le labyrinthe est virtuellement divisé en quatre
quadrants : le quadrant cible comprenant le trou cible en son centre, le quadrant opposé au
précédent, et les deux quadrants adjacents. Si I’animal a établi une relation entre les indices
spatiaux présents dans la piéce au cours de 1’apprentissage et la position du trou cible, il
passera plus de temps dans le quadrant cible versus les autres. Le temps que 1’animal met a

retrouver pour la premiére fois le trou cible (latence) a également été mesuré.

A B C D

=
1

Figure 40 Tests comportementaux utilisés. (A) Test d’actimétrie (activité spontanée et motricite).
(B) Test du labyrinthe en croix surélevé (comportement de type anxieux). (C) Labyrinthe en Y
(mémoire spatiale). (D) Labyrinthe de Barnes (apprentissage et mémoire spatiale).

2.3. Euthanasie des souris

Les animaux ont été euthanasiés a I’age de 6 mois. Les males ’ont été par dislocation
cervicale, puis leurs cerveaux ont été récupérés, les hippocampes gauche et droit ont été
disséques en utilisant une matrice de découpe coronale en acrylique (Delta Microscopies) a
4°C et stockés a -80°c pour analyses biochimiques et transcriptomiques ultérieures. Les
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femelles, utilisées pour les études d’immunohistochimie, ont été anesthésiée profondément
avec du pentobarbital sodique (50mg/kg.i.p), ensuite perfusées dans le ventricule gauche du
cceur avec une solution froide de NaCl (0,9%, 4°C) puis avec 4% de paraformaldéhyde dans
du PBS (pH 7,4). Les cerveaux ont ensuite été retirés, post-fixés dans du paraformaldéhyde
4% pendant 24 h puis cryo-protégés dans du PBS contenant 30 % de sucrose avant d’étre
congelés a -35°C dans de I’isopentane (methyl-butane) et stockés a -80°C. Les coupes
coronales de cerveaux (35 pum) ont été obtenues en utilisant un cryostat Leica, possedant une
chambre a -20°C. Du tissue-tek OCT a été utilisé pour enrober le tissu et le fixer au support
de coupe. Les coupes flottantes ont été choisies en accord avec les régles stéréologiques, avec
la premiére section prise de maniére aléatoire puis toutes les 12 sections consécutives, dans le
plan rostro-caudal, et ont été stockées dans du PBS azide (0,2%) a 4°C jusqu’a utilisation, afin

de les protéger d’une contamination microbienne.

2.4. Analyses biochimiques
2.4.1. Préparation des homogénats, dosage protéique et immuno-empreinte

Les tissus préalablement disséqués ont été homogénéisés par sonication dans 200 uL d’une
solution Tris-Sucrose (Tris-HCI 10mM, Sucrose 0,32M, pH 7,4, inhibiteurs de protéases : 1
pastille de Complete mini EDTA-free Roche® dans un volume de 10 mL). Les tissus ont
ensuite été homogénéisés a 4°C pendant une heure. Les homogénats ont été gardés a -80°C
jusqu’a utilisation. La concentration protéique a été déterminée en utilisant un dosage basé sur
I’acide bicinchonique (BCA ; Pierce) puis les échantillons ont été dilués dans un tampon de
lithium dodécyl sulfate (LDS) 4X (pour dénaturer les protéines et les charger négativement) et
d’agents réducteurs 10X (dithiothréitol pour casser les ponts disulfures) (NuPage®) puis
chauffés a 100°C pendant 10 min. La migration est réalisée a 200V pendant une heure dans
un tampon de migration (MOPS SDS Running Buffer (20X), NuPage®). Les protéines ont été
transférées sur une membrane de nitrocellulose (0,45 pm, Hybond, GE Amersham®). Une
coloration réversible au rouge ponceau (Ponceau 2R 0,2 %, Acide Trichloroacétique 3 %) a
éte effectuée pour s’assurer de la bonne efficacité du transfert. Les membranes ont ensuite été
saturées avec du lait de vache reconstitué a 5% ou de 1’albumine de sérum bovin a 5% dans
du TNT (Tris 15 mM pH8, NaCl 140 mM, Tween 0,05 %) et incubé a 4°C pendant 24 heures
avec les anticorps primaires (Tableau 4). Les anticorps anti-tau utilisés, ainsi que leurs sites de
fixations, sont montrés sur la Figure 41.

Aprés ringage, les membranes ont été incubées en en présence d’un anticorps secondaire

(IgG (H+L) couplé a une activité peroxydase HRP (horseradish peroxidase) en fonction de
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I’anticorps primaire : anti-souris, anti-lapin (P1-2000 et PI-1000 respectivement, Vector
Laboratories) ou anti-cochon d’inde (A7289, Sigma-Aldrich) pendant 45 minutes a
température ambiante et le signal a ensuite été visualisé via un kit de chemioluminescence
(ECL, Amersham Bioscience) et un systéme d’imagerie LAS4000 (Fujifilm). Les résultats ont
¢té normalisés sur 1’actine ou la GAPDH et la quantification a été réalisée en utilisant le

logiciel Imagel.

2.4.2. Electrophorese bidimensionnelle

Cette expérience a été réalisée a partir d'un homogénat de 75 g de protéines issues de sept
animaux de chaque groupe (Tau22 et Tau22/A2aRnesr) dans un volume de 20pL. Les
protéines ont été reprises a volume égal dans un tampon SDS 2X (Tris 20mM, SDS 2%, QSP
100mL) et boullies cing minutes a 100°C. Afin de précipiter les protéines, 10 volumes
d'acétone ont été ajoutés a la solution (400 ul ici) puis le mélange a été laissé a -20°C pendant
10 minutes. Une centrifugation (12000 g, 4°C, 10 minutes) a ensuite été réalisée et le
surnageant a été retiré. Les échantillons ont été mis a sécher sous une hotte afin d’en éliminer
les résidus d'acétone. 200 pul de tampon UTC 4% (urée 8M, thio-urée 2M, chaps 4%) ont été
ajoutés aux échantillions puis ceux-ci ont été soniqués. Un mélange de pharmalytes (1,1 pl
d'IPG 3-11) a été ajouté, avec 2,2 ul de Bleu de bromophénol et 1,1 pl de Destreak. Le
Destreak prévient lI'oxydation des groupements thiols et réduit I'apparition de stries lors de la
migration. L'isoélectrofocalisation a ensuite €té réalisée sur des bandelettes (strips) de gels
contenant des immobilines créant un gradient de pH. Ces bandelettes mesurent 11 cm et
couvrent un gradient de pH compris entre 3 et 11 (pH 3-11 NL, 11 cm, Amersham GE,
Velizy-Villacoublay, France). Celles-ci sont réhydratées de maniere passive pendant une nuit
a température ambiante afin de s'impregner des protéines de I'échantillon. L'isofocalisation a
été réalisé le lendemain par le programme IPG Ettan IGPphor "3-11 Tau NL 11cm™ a 20°C,
celle-ci dure environ cing heures. Les strips ont été équilibrées dans un tampon d'équilibration
(Tris-HCI 25mM pH 6,8, DTT 20mM, glycérol 10%, SDS 5% et bleu de bromophénol
0,05%) puis déposées sur un gel d’immuno-empreinte Criterion (Bio-Rad) afin de réaliser la
seconde dimension. Apres séparation sur gel dénaturant, les protéines ont été transférées sur
membrane de nitrocellulose et I'immuno-marquage avec l'anticorps anti-tau total (Cter) a été

réalisé comme indiqué dans le paragraphe précedent.
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IMMUNOHISTOCHEMISTRY

Name Epitope Tissue Type Origin Provider IHC
Anti-A,, adenosine receptor C-terminus 33 aa M poly guinea-pig Frontiers institute #Af1000  1/2 500
Anti-hA,, adenosine receptor C-terminus (PPGLDDPLADGAG) H poly rabbit Yijuang Chern 1/500
Anti-Conformational-Tau (M C1) N-ter amino acids 7-9 and 313-322 M mono  mouse Peter Davies 1/1 000
Anti-Clga Full length native mouse C1q (purified) M mono rabbit Abcam #ab182451 1/10 000
Anti-Choline Acety Itransferase Human placental enzyme. M poly rabbit Merck #AB143 1/2 000
Anti-DCX C-ter region of human DCX M poly goat Santacruz #sc8066 1/500
Anti-GFAP GFAP isolated from cow spinal cord M poly rabbit Dako #20334 1/500
Anti-lbal Human Ibal aa 135-147 (C terminal) M poly goat Abcam #ab5076 1/500
Anti-NeuN Purified cell nuclei from mouse brain M mono  mouse Millipore #M AB377 1/500
Anti-S100B bovine brain S-100b M mono  mouse Sigma-Aldrich #52532 1/1 000
Anti-GAD67 (1G10.2) Recombinant GADG67 protein M mono  mouse Millipore #M AB5406 1/400
Anti-Phospho-Tau (AT8) pS202/T205 H mono mouse Thermofisher #M N1020 1/500
Anti-total Tau (TauE1E2) Nter first 34-53st aa of NH2 terminus M mono  mouse Home-made 1/500
Anti-VGAT hydrophilic N-terminal domain of the protein =~ M poly rabbit Bruno Gasnier 1/500
Anti-VGLUT1 AA 456 to 560 from rat VGLUT M poly guinea-pig Synaptic Systems #135 304 1/500
BIOCHEMISTRY
Name Epitope Tissue Type Origin Provider WB
Anti-A,, adenosine receptor C-terminus 33 aa M poly guinea-pig Frontiers institute #Af1000  1/5 000
Anti-hA,, adenosine receptor 3% intracellular domain H mono mouse Covalab #mAb70192 1/1 000
Anti-Phospho-Tau (Tyr18) pY18 M mono  mouse Medimabs #M M -0194-P 1/1 000
Anti-Phospho-Tau (AT270) pT181 M mono  mouse Invitrogen #M N1050 1/1 000
Anti-Tau 1, clone PC1C6 Non-phospho-S195, 198, 199, 202 M mono mouse Millipore #M AB3420 1/10 000
Anti-Phospho-Tau (Ser199) pS199 M poly rabbit Home-made 1/2 000
Anti-Phospho-Tau (AT100) pT212/S214 M mono  mouse Invitrogen #M N1060 1/1 000
Anti-Phospho-Tau (Ser262) pS262 M poly rabbit Invitrogen #44-750G 1/1 000
Anti-Phospho-Tau (Ser396) pS396 H/M  poly rabbit Invitrogen #44-752G 1/10 000
Anti-Phospho-Tau (Ser404) pS404 M poly rabbit Invitrogen #44-758G 1/10 000
Anti-Phospho-Tau (Ser422) ps422 M poly rabbit Invitrogen #44-764G 1/2 000
Anti-total Tau (C-ter) Cter last 15 aa of COOH terminus M poly rabbit Home-made 1/10 000
Anti-total Tau (M19G) Nter first 19 aa of NH2 terminus M poly rabbit Home-made 1/10 000
Anti-Choline Acety Itransferase Human placental enzyme. M poly rabbit Merck #AB143 1/2 000
Anti-p38 MAPK Human p38 MAPK M poly rabbit Cell signaling #9212 1/1000
Anti-Phospho-p38 (Thr180/Tyr182) Human pT180/Y182 p38 MAPK M poly rabbit Cell signaling #9211 1/1000
Anti-Caseine Kinase 2 Human CKIlI-beta M poly rabbit  Sigma-Aldrich #SAB4500516  1/1000
Anti-Glycogen synthase kinase-38 Xenopus laevis GSK3B M mono  mouse Santacruz #sc7291 1:500
Anti-Phospho-GSK3 (Tyr216) Human pY279/216 GSK3B M poly rabbit Santacruz #135653 1:500
Anti-JNK/SAPK Human JNK2 fusion protein M poly rabbit Cell Signaling #9252 1/1000
Anti-Phospho-JNK/SAPK pT183/Y185 of human INK M poly rabbit Cell Signaling #9251 1/1000
Anti-p35 C-terminus of human p35 M poly rabbit Santacruz #sc820 1:500
Anti-CDK5 (J-3) Human CDK5 M mono  mouse Santacruz #sc6247 1:500
Anti-p44/42 MAPK p44/42 MAPK M mono  mouse Cell signaling #9107 1/1000
Anti-Phospho-p44/42 MAPK Human pThr202/Tyr204 p44 MAPK M poly rabbit Cell signaling #9106 1/1000
Anti-B-Actin (AC-15) N-terminus H mono  mouse Sigma-Aldrich #A5441 1/20 000
Anti-GAPDH Mouse GAPDH FL1-335 H/M  poly rabbit Sigma-Aldrich #G9545 1/50 000

Tableau 4 : Liste des anticorps utilisés.
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Figure 41 : Principaux anticorps anti-tau utilisés. Les anticorps pSer199, pSer396 et pSer404
reconnaissent des épitopes de phosphorylations physiologiques dans le cerveau humain et
hyperphosphorylés chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Les anticorps en
pThr212/Ser214, pSer262 et pSer422 reconnaissent les épitopes uniquement phosphorylés chez les
patients. L’anticorps MC1 reconnait deux épitopes, marquant une conformation particuliere et
anormale de tau. Les deux anticorps orange, N-ter et C-ter, sont phospho-indépendants et permettent
de marquer la protéine tau totale.

2.4.3. ELISA

Les niveaux d’AB1-40 et AB1-42 ont été mesurés dans les homogénats de cerveaux par un
kit ELISA (Invitrogen) en suivant les instructions du fournisseur. Brievement, 20 pg issus des
homogénats de cortex et d’hippocampe ont été dilués dans un tampon guanidine/tris
(Guanidine 5M HCI, Tris 50mM pH 8), soniqués et incubés 1 heure a 4°C sous agitation. Les
échantillons ont ensuite été dilués dans une solution BSAT-DPBS (KCI, KH2PO4, NaCl,
Na;HPO4, BSA 5%, Tween-20 0,03% pH 7,4). Les homogénats ont été centrifugés a 12 000 g
pendant 15 minutes a 4°C. Les surnagent sont été collectés pour 1’analyse d’APi1-40 €t AP1-a2
par une méthode immuno-enzymatique colorimétrique. L’absorbance a été mesurée par un
Multiskan Ascent counter (ThermoLab Systems). Les quantités normalisées d’Af ont été

exprimées en pg/mL.

2.5. Analyses protéomiques
2.5.1. Digestion protéique
Les protéines utilisées proviennent des homogénats en tampon Tris-sucrose de la partie

précédente. 50 pg de protéines ont été collectés et reduits avec un volume équivalent a 0,1M
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de dithiothreitol pendant 15 minutes a 95°C. La préparation des échantillons par filtration
(Wisniewski et al., 2009) a été réalisée en utilisant des filtres a centrifugation 30K Amicon
(Millipore) et de la trypsine (40 pg/ml dans de I’ammonium bicarbonate 50mM, a 37°C, sur la
nuit) pour digerer et réduire les protéines extraites. Les protéines digerées ont été collectées
par centrifugation et les appareils de filtration ont été rincés au NaCl 0,5 M. La digestion a été
arrétée en utilisant de 1’acide trifluoroacétique (TFA) 5% dans les digestions. Les échantillons
collectés ont été désalés en utilisant I’appareil C18 ZipTip (Millipore), séchés sous aspiration
et reconstitués dans de 1’acide formique/acétonitrile 0,1% (98:2, volume/volume) avant

I’analyse par spectromeétre de masse NanoLC-MS/MS.

2.5.2. Analyse par spectromeétre de masse NanoLC-MS/MS

Les peptides ont été séparés par une chromatrographie en phase inversée en utilisant un
systtme EASY-nLC 1000 UPLC (Thermo Fisher Scientific) équipé d’une pré colonne
Acclaim PepMap 100 de 75um x 2 cm avec des raccords nanoViper (C18, 3 um, 100 A,
Thermo Fisher Scientific) et une colonne analytique Acclaim PepMap RSLC de 75um x
50cm (C18, 2 um, 100 A, Thermo Fischer Scientific). La séparation a été obtenue en utilisant
des quantités croissantes d’acétonitrile (5-30% sur 120 minues) a un flux de 300 nl/min. Les
données ont été acquises sur un spectrométre de masse Thermo Scientific Q-Exactive afin
d’acquérir le top 10 MS/MS sur le mode « data-dependent ». Les scans de surveillances ont
un pouvoir résolutif de 70 000 FWHM (m/z 400), dans un mode positif et en utilisant une
valeur cible AGC de 3.10°. L’état de charge par défaut a été mis a 2, non assigné et un état de
charge +1 a été rejeté et ’exclusion dynamique a été activée pendant 20 secondes. La portée
du scan a été mise sur 300-1600 m/z, un microscan a été acquis a 17 500 FWHM avec une

fenétre d’isolation de 4 m/z et une énergie de collision normalisée HCD de 30 a été utilisée.

2.5.3. Identification des protéines et analyse

Toutes les données de spectrométrie de masse ont été analysées avec le logiciel MaxQuant
(version 1.6.5.0) en utilisant le moteur de recherche Andromeda. Les protéines ont été
identifiées en recherchant les données MS et MS/MS contre le protéome révisé de Mus
musculus dans la base de données UniProt (sortie en mars 2019, 17005 entrées). La spécificité
de la trypsine a eté utilisée pour le mode de digestion. Les acétylations N-terminales et
I’oxydation des méthionines ont été sélectionnées comme variable et la carbamidométhylation
des cystéines a été utilisée comme modification fixe. Jusqu’a deux clivages manqués ont été

autorisés. Une précision de la masse initiale de 6 ppm a été sélectionnée pour le spectre MS.
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La tolerance MS/MS a éte placée a 20 ppm. Le taux de fausse découverte dans le spectre de
reconnaissance peptidique et des niveaux de protéines a été estimé en utilisant une version
leurre de la précédente base de données définie (construction inversée) et réglée a 1%. La
quantification relative sans marquage (label free quantification, LFQ) des protéines a été
conduite avec le logiciel MaxQuant en utilisant 1’algorithme MaxLFD avec les paramétres par
défaut. Le fichier contenant les informations a propos de 1’identification des protéines a été

utilisé dans le logiciel Perseus pour ’analyse (http://www.perseus-framework.org) (version

1.6.5.0). Les fausses reconnaissances issues de la base de données inversées, les protéines
avec uniquement des peptides modifiés et les contaminants potentiels ont été retirés. Les
intensités des LFQ ont été transformées par le logarithme Base 2. Une analyse multivariable
sans supervision a été réalisée pour I’analyse en composante principale (PCA). Afin
d’analyser les différences entre les différents groupes, une analyse statistique a été réalisée en
utilisant le test de Student avec une valeur p<0,05, considérée comme statistiquement
significative. Le regroupement hiérarchique a été realisé seulement sur les protéines
présentant des différences statistiquement significatives en valeur p, et avec une variation log2
(log2 fold change) > ou < a 0,32, en utilisant un parameétre euclidien pour le calcul de la
distance, les options moyennes pour le lien en ligne et en colonne, et avec un maximum de
300 regroupements. Les réseaux d’association fonctionnel des protéines ont été obtenus en
utilisant STRING (version 11,0, http://string-db.org).

2.6. Analyses transcriptionnelles
Les analyses transcriptionnelles par PCR quantitative (qQPCR) ont été réalisées a partir des

ADN complémentaires (ADNCc) issus de I’hippocampe des souris.

2.6.1. Extraction des ARNs

L’extraction des ARNs totaux de I’hippocampe a été réalisée grace au kit d’extraction pour
tissus lipidiques (RNeasy lipid tissue, Quiagen) basé sur la technique de séparation phénol-
chloroforme-isothiocyanate de guanidine. Les tissus disséqués conservés a -80°C ont été
homogénéisés dans 1 mL de Quiazol Lysis Reagent via un polytron puis 200 uL de
chloroforme ont été ajoutés a 1’homogénat. Une centrifugation de 12000 g, pendant
15 minutes a 4°C a ensuite été réalisée. Deux phases ont été obtenues : une phase organique
(phénol / chloroforme et proteines) et une phase aqueuse, cette derniére contenant les ARNs
totaux. Les ARNSs ont ainsi été prelevés puis précipités par ajout de 600puL d’éthanol a 70%.

Les ARNSs ont ensuite été fixés sur colonne par liaisons hydrogenes, lavés et enfin élués par
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40 uL d’eau sans RNases. Le dosage des ARN a été fait sur un Nanodrop ND1000 a une
longueur d’onde de 260nm. Afin d’évaluer la pureté des ARNS, les ratio A260/A280
(contamination par des protéines) et A260/A230 (contamination par des CcOmposes
organiques), doivent étre situés entre 1,8-2. Les échantillons ont ensuite eté stockés a -80°C

jusqu’a utilisation.

2.6.2. Rétrotranscription et PCR quantitative (QPCR)

La rétrotranscription (RT) des ARNm en ADN complémentaires (ADNCc) a été réalisée
grace a un kit (High Capacity cDNA reverse transcription, Applied Biosystem) et a nécessité
1 pg d’ARN. Les échantillons ont été rétrotranscrits dans un thermocycleur de type T gradient
Biometra suivant le programme: 25°C pendant 10 secondes, 37°C pendant 2 heures, 85°C
pendant 5 secondes. Les ADNc ont été stockés a -80°C jusqu’a utilisation. Pour la PCR
quantitative (QPCR), les ADNCc ont été dilués au 1/20éme (pour une RT a 1jug/20ul). La gPCR
a été réalisée sur un StepOnePlus Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems) utilisant du
SYBRgreen, un agent intercalant de I’ADN qui fluoresce quand il est dans de I’ADN double
brin, ou du TaqMan, une sonde qui s’hybride de manicre spécifique sur la zone d’intérét puis
est hydrolysée par I’activité 5’-endonucléotidase de la polymérase afin de libérer le
fluorophore de son quencher, permettant 1’émission de fluorescence.

Pour le SYBR green, 2 uL de cDNA dilués ont été placés dans chaque puits avec 8 pL de
master mix contenant 5 pL de SYBR green, 2,8 uL d’eau, 0,1 puL de primer sens et 0,1 pL de
primer anti-sens (utilisé a 0,1 nM et avec une température de fusion d’environ 60°C). Le
programme gPCR utilisé a été le suivant : 2 minutes a 50°C, suivi de 10 minutes a 95°C, puis
40 cycles (chacun de 15 secondes a 95°C puis de 25 secondes a 60°C), puis 15 secondes a
95°C. A la fin, et aprés 1 minute a 60°C, une incrémentation de 1°C jusqu’a 95°C a été
réalisée afin d’obtenir une courbe de fusion pour vérifier la présence d’un seul produit
d’amplification.

Pour le TagMan, dans chaque puits ont été placés 4 ul des cDNA dilués avec 12 uL de
master mix contenant 7,5 puL de TagMan gene expression master mix (Life Technologies),
0,75uL de sondes Tagman (contenant également les primers) et 3,75ul d’eau. Le programme
gPCR utilisé a été le suivant : 2 minutes a 50°C, 10 minutes a 95°C puis 40 cycles (chacun de
15 secondes a 95°C puis 1 minute a 60°C).

Pour les deux techniques, le géne de référence utilisé a été la peptidylprolyl isomerase A
(PPIA ; appelé cyclophiline A chez les rongeurs) afin de normaliser les résultats (ACt). Le

cycle seuil (cycle threschold — Ct) correspond au nombre de cycles permettant une détection
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au-dessus du bruit de fond. Les amplifications ont été réalisées sur des duplicats et

I’expression relative des génes cibles a été déterminée par la méthode AACt.

| MOUSE

Primers Accession number Forward primer Rewerse primer Amplicon length

Ccl3 NM_011337.2 TGCCCTTGCTGTTCTTCTCT GTGGAATCTTCCGGCTGTAG 112

Ccl4 NM_013652.2 GCCCTCTCTCTCCTCTTGCT GAGGGTCAGAGCCCATTG 72

Cd68 NM_009853.1 GACCTACATCAGAGCCCGAGT CGCCATGAATGTCCACTG 95

Clec7a NM_020008.2 ATGGTTCTGGGAGGATGGAT GCTTTCCTGGGGAGCTGTAT 72

Gfap NM_001131020.1 CGCGAACAGGAAGAGCGCCA GTGGCGGGCCATCTCCTCCT 104

ll1b NM_008361.3 TGTAATGAAAGACGGCACACC TCTTCTTTGGGTATTGCTTGG 67

Itgax NM_021334.2 ATGGAGCCTCAAGACAGGAC GGATCTGGGATGCTGAAATC 62

TIr2 NM_011905.3 GGGGCTTCACTTCTCTGCTT AGCATCCTCTGCGATTTGACG 110

Tnfa NM_013693.2 TGCCTATGTCTCAGCCTCTTC GAGGCCATTTGGGAACTTCT 116

Cyclophilin A NM_008907.1 AGCATACAGGTCCTGGCATC TTCACCTTCCCAAAGACCAC 126

| MOUSE

Tagman probes  Accession number Assay ID Assay Design Amplicon length

Clga NM_007572.2 Mm00432142_ml1 Probe spans exons 80

Clgb NM_009777.2 Mm01179619 _m1l Probe spans exons 75

Clqc NM_007574.2 MmO00776126_m1 Probe spans exons 153

Csflr NM_001037859.2 Mm01266652_ml Probe spans exons 69

Trem2 NM_001272078.1 Mm04209424 g1 Probe spans exons 90

Cyclophilin A NM_008907.1 Mm02342430_g1 Probe spans exons 148

HUMAN

Tagman probes

Accession number

Assay ID

Assay Design

Amplicon length

C1QA
C1QB
ciqQc
AR
ACTB

NM_015991.2
NM_000491.3
NM_001114101.1
NM_001278497.1
NM_001300981.1

Hs00381122_m1
Hs00608019_m1
Hs00757779_m1
Hs00169123 m1
Hs99999904 m1

Probe spans exons
Probe spans exons
Probe spans exons
Probe spans exons

Amplicon spans exons

87
78
99
66
98

Tableau 5 : Liste des primers (QPCR SYBR Green) et sondes (QPCR Tagman) utilisés dans les

études in vivo.

2.6.3. Séquencage de ’ARNm

Les librairies de séquencage (N =4 par groupe) ont été générées a partir de 300 ng

d’ARNS totaux a partir du kit Illumina_TruSeq RNA Sample Preparation Kit v2 (Part Number

RS-122-2101). Brievement, aprés avoir purifié les ARNm avec des billes magnétiques sur

lesquelles sont attachées des oligonucléotides avec une séquence poly-T (permettant

I’hybridation avec les queues poly-A des ARNm). Les ARNm ont ensuite été fragmentés en

utilisant des cations divalents pendant deux minutes a 94°C. Les fragments d’ARNmM clivés

ont ensuite été rétrotranscrits en ADNc simple brin en utilisant une transcriptase inverse et des
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primers aléatoires. Un deuxiéme brin d’ADNc a été synthétisé en utilisant une ADN
polymérase I et une RNase H. Apres 1’addition d’une seule base adénine (A) et une ligation
consécutive d’un adapteur sur les fragments d’ADNc double brins, les produits ont été
purifiés et enrichis par PCR (30 secondes a 98°C, 12 cycles (10 secondes a 98°C, 30 secondes
a 60°C puis 30 secondes a 72°C) puis enfin 5 minutes a 72°C afin de créer la librairie
d’ADNCc. L’exces de primers PCR a ensuite été retiré par purification en utilisant des billes
AMPure XP (Beckman Coulter). La librairie d’ADNc a été vérifiée qualitativement et
guantitativement en utilisant des capillaires d’électrophoréese. Le séquencage a éteé realisé sur
une machine lllumina Genome Hiseq4000 sur les extrémités terminales de 50 paires de base
en suivant les instructions d’Illumina. Les séquences lues ont ensuite été replacées sur le
génome complet de la souris (mm10) en utilisant le logiciel tophat-2.0.14 (Trapnell et al.,
2009) et la version bowtie-2-2.1.0 (Langmead et al., 2009). Seules les séquences alignées
avec une séquence cible unique ont été retenues pour les analyses suivantes. La quantification
de I’expression génique a été réalisée en par le logiciel HTSeq-0.6.1 (Anders et al., 2015) et
les annotations de géne ont éte réalisées par Ensembl release 90. Le nombre de lectures
(reads) a été normalisé a travers les librairies avec la méthode proposée par Anders et Huber
(Anders & Huber, 2010). L’analyse de 1’expression différentielle a été conduite en utilisant la
méthode proposée par Love et al., (2014) implémenté dans DESeq2 Bioconductor library
(DESeq2 v1.14.1). Les valeurs p ont été ajustées pour des comparaisons multiples en utilisant
la méthode de Benjamini et Hochberg (Benjamini & Hochberg, 1995). Les cartes de chaleurs

(ou heatmap) ont été réalisées sur le logiciel en ligne http://www.heatmapper.ca/expression/

avec les parameétres par défauts. Les volcano plots ont été réalisés sur le logiciel R en utilisant

la macro suivante :

res <- read.table("Name_of the_file.txt", header=TRUE)

head(res)

with(res, plot(log2FoldChange, -log10(pvalue), pch=20, main="Volcano plot", xlim=c(-1,1)))
with(subset(res, padj<.05 & abs(log2FoldChange)>0.32), points(log2FoldChange, -log10(pvalue),
pch=20, col="red"))

L’analyse par ontology des geénes (Gene ontology; GO) pour voir I’enrichissement
fonctionnels a été realisee en utilisant les outils DAVID (Huang et al., 2009) et le logiciel
d’analyse des réseaux protéiques STRING (Szklarczyk et al., 2017). Le génome complet
murin (mm10) a été utilisé en fond. Les voies les plus enrichies sont présentées (p<0,05 et

Log2FoldChange > ou < 0,32 uniquement).
120


http://www.heatmapper.ca/expression/

MATERIELS ET METHODES

2.7. Analyses immunohistochimiques
2.7.1. Immunohistochimie et immunofluorescence sur tissus de souris

Pour I’'immunohistochimie, les coupes flottantes de 35 um ont été rincées trois fois 10
minutes dans du PBS Triton X-100 0,2% (PBS-TX afin de perméabiliser les membranes) puis
incubées pendant 30 minutes avec une solution d’H202 a 0,3% (pour inhiber les peroxydases
endogénes). Apres 3 ringages de 10 minutes au PBS-TX, les coupes ont été saturées par du
sérum de souris (Mouse-on-Mouse, Vector MKB2213) ou de chevre (S1000, Sigma) dilués au
1/100eme dans du PBS-TX pendant une heure a température ambiante. Les coupes ont ensuite
été incubées avec des anticorps primaires (Tableau 4 page 114) dirigés contre le A2aR murin
(1/2500, anticorps polyclonal réalisé chez le cochon d’inde, Af1000, Frontier institute, Japon),
une conformation pathologique de tau (MC1) (1/1000, anticorps monoclonal réalisé chez le
lapin, donné par Peter Davies), la choline acétyl transférase (ChAT, 1/2000, polyclonal lapin,
AB143, Merck) et la protéine du complément C1q (1/10 000, polyclonal lapin, ab182451,
Abcam) pendant une nuit a 4°C et sous agitation. Pour I’immunohistochimie AP, les coupes
ont été prétraitées avec de I’acide formique 80% pendant 3 minutes et ont été perméabilisées
avec du tampon phosphate sodium/Triton X-100 0,2%. Les coupes ont ensuite été saturées
dans 10% de sérum « mouse on mouse » (Vector Laboratories) pendant 1 heure avant
incubation avec un anticorps anti-Ap (6E10) a 4°C pendant une nuit. Apres rincage au PBS,
les anticorps secondaires biotinylés (1/500, Vector) ont été incubés pendant une heure a
température ambiante. La révélation a été réalisée par la méthode ABC (Vector Laboratories),
basée sur la formation de complexes avidines-biotines, puis révélée par le substrat de
peroxidase 3’3-diaminobenzidine (DAB, Sigma) (10 mL de DAB, 10 mL de tris 0,1M pH 7,6,
30 uL d’H202 30 %) jusqu’a I’apparition d’une coloration marron.

Pour I’'immunofluorescence, les coupes flottantes de 35 um ont été rincées trois fois 10
minutes dans du PBS-TX 0,2% puis saturées dans du sérum de souris (Mouse-on-Mouse,
Vector MKB2213) ou de chévre (S1000, Sigma) dilués au 1/100éme dans du PBS-TX
pendant une heure a température ambiante. Les coupes ont ensuite été incubées avec les
anticorps primaires (Tableau 4 page 114) dirigés contre la tau totale (TauE1E2, 1/500,
monoclonal souris, anticorps généré au laboratoire), NeuN (1/500, monoclonal souris,
MAB377, Millipore), Ibal (1/500, polyclonal IgG chévre, ab5076, Abcam), GAD67 (1/400,
monoclonal souris clone 1G10.2, MAB5406, Millipore), GFAP (1/500, polyclonal IgG lapin,
70334, Dako), S100pB (1/1000, monoclonal souris, S2532, Sigma-Aldrich), et la doublecortine
(DCX, 1/500, polyclonal chévre, sc8066, Santacruz) pendant une nuit a 4°C et sous agitation.

Les anticorps secondaires suivant couplés a un fluorophore ont été utilisés : Alexa Fluor488,
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Alexa Fluor568 and Alexa Fluor647 (1/500, Life Technologies), et ont été incubés pendant
une heure a température ambiante. Les coupes ont également été marquées avec du DAPI
(1/5000, 62248, Thermoscientific). Les coupes ont été montées avec le milieu de montage
Dako Fluorescent. Les images ont eté acquises avec un microscope Leica ICC50 HD, un
axioscan Z1 et un microscope confocal Zeiss LSM710. Les reconstructions en 3D des images
du confocal ont été réalisées sur le logiciel Imaris (Bitplane, USA).

Concernant les marquages VGAT et VGLUTY, les coupes ont été incubées dans un milieu
de saturation et de permeéabilisation (PBS 0,1M, sérum de chévre 5%, Triton X-100 0,5%,
NaN3 0,02 %) pendant 4 heures a température ambiante. Les coupes ont été rincées 3 fois
dans du PBS pendant 15 minutes a température ambiante, et ensuite incubées 48 heures a 4°C
avec un anticorps primaire anti-VGAT (1/500, polyclonal lapin, donné par Bruno Gasnier) et
anti-VGLUTL1 (1/500, guinea pig, Synaptic systems). Les coupes ont été rincées 3 fois et
incubées a température ambiante avec les anticorps secondaires suivants: Alexa647 et
Alexa488 (1/500 dans du PBS azide, Jackson ImmunoResearch). Les coupes
immunomarqueées ont été ringées dans du PBS et incubées avec du DAPI (100 ng/ml) dans du
PBS pendant 30 minutes. Pour 1’analyse quantitative, les images en plan unique ont été
réalisées sur un microscope confocal Leica SP5 utilisant un objectif X63 1.40 NA immergé
dans I’huile et scannées avec les lasers a 647, 488 et 405nm. Les images ont été acquises en

nuance de gris 8bit 1024x1024 pixels avec chaque pixel de 0,241um.

2.7.2. Analyses des images
2.7.2.1. Quantification des immunohistochimies
Les coupes ont été digitalisées grace a un scanner de lames (Axioscan, Zeiss). Les images
obtenues ont été converties dans un format exportable (.tiff) a 1’aide du logiciel ZEN.
L’analyse a été réalisée grace au le logiciel ImageJ. Briévement, les images ont été converties
en format 8 bits puis un seuil de marquage (threshold) a été réalisé afin d’évaluer le
pourcentage de surface marquée par le marquage MC1 (Figure 42A et B). Pour chaque
coupes, d’autres parameétres ont été récupérés comme la surface de 1’hippocampe total (um?)

ainsi que 1’épaisseur des couches CA1 et gyrus denté (um).
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Figure 42 : Exemple de quantification par seuil de marquage (MC1). Quantification du marquage
immunohistochimique MC1. (A) Exemple de coupe convertie en niveau de gris 8-bit et utilisée pour
mesurer la surface et le % de surface hippocampique marqué par I’anticorps MC1. (B) Seuil appliqué
afin de mettre en évidence le marquage somato-dendritique des neurones.

2.7.2.2. Quantification du nombre et de la morphologie des cellules microgliales

Pour I’analyse du nombre et de la morphologie des cellules microgliales, un marquage
fluorescent anti-lbal a été réalisé et les images ont été prises au 20X sur un microscope
confocal Zeiss LSM710. Les quantifications ont respectivement été réalisées sur 12 et 8
images confocales par animal des régions CALl et gyrus denté, en utilisant un plugin
personnalisé sur ImageJ. Brievement, les images confocales ont été divisées en 8 sous-
couches (dans I’axe z) et pré-traitées en utilisant une augmentation de contraste (saturation de
0,4 %). Les sous-couches ont été traitées par ImageJ afin d’obtenir une image binaire avec les
fonctions suivants : (1) Retrait du bruit de fond (Subtract Background ; parametres : rolling,
50 px corresponding to 7,44 pm), (2) Amélioration du contraste (Enhance Contrast ;
parameétres : 0,4 % saturated, normalize), (3) Conversion en 8 bits (Convert to 8-bit), (4) Seuil
appliqué automatiquement (Auto Local Threshold ; parametres : method Bernsen,
radius = 15 px corresponding to 2,23 um, parameterl = 0, parameter2 = 0, white objects on
black background), (5) Remplir les espaces vides (Fill Holes). Des éllipsoides en 3D de
diamétre 1,2 um (axe X et axe y) et 1,0 um (axe z) ont été insérées sur I’image 1’image binaire
a chaque position de pixel. Si tous les pixels d’une éllipsoide étaient positifs (c’est-a-dire
marqués par du signal anti-lbal), alors 1’éllipsoide était reportée sur une nouvelle image
vierge de mémes dimensions, a une valeur d’intensité maximale. Ainsi, chaque particule 3D
reportée correspondait au nombre de soma microglial et a été quantifié sur cette nouvelle
image. Cette détection automatique de soma microgliaux a été vérifiée en aveugle, et corrigé

manuellement si nécessaire.
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L’analyse de la morphologie microgliale en 3D a été réalisée via un plugin Imagel
personnalisé, similaire & celui précédemment décrit (Plescher et al., 2018). Les images
confocales ont été divisées en sous-couches et pré-traitées en utilisant une augmentation de
contraste de 0,1% et un flou gaussien (sigma 2.0). Les images binaires segmentées ont été
générées automatiquement. A cette fin, un seuil d’intensité a été calculé individuellement
pour chaque image en 8 bit en utilisant 1’algorithme « Li » (0,5-fold scaled maximum intensity
projection) et appliqué sur les images empilées pré-traitées. Les images binaires ont ensuite
été filtrées en utilisant un filtre a particules 3D, ne gardant que les particules d’un volume
supérieur a 13 000 voxels, correspondant a 231,45 pm®. La morphologie des objets 3D
restants (c’est-a-dire les cellules microgliales individuelles) et leurs squelettes cellulaires ont
ensuite été analysés sur les parameétres suivants : index de ramification (ratio entre la surface
cellulaire et le volume cellulaire), longueur totale de 1’arbre dendritique (longueur totale de
toutes les branches cellulaires) et le volume surveillé par chague cellule (spanned volume). Un
filtre gaussien (sigma 1.0) a été appliqué avant la formation du squelette. Les objets 3D
segmentés d’un volume supérieur a 1400 pm?® représentent des doublets ou des triplets de
cellules microgliales, et ont été exclues des analyses. Egalement, seules les cellules dont le
soma se trouve a une distance de plus de 20 um des bords dans I’axe x et y et entre 4 et 6 um
de la profondeur dans 1’épaisseur (axe z) ont été gardées pour I’analyse, afin d’exclure les
cellules tronquées a proximité des bords. Ainsi, approximativement 250 cellules microgliales
individuelles ont été dénombrées sur I’ensemble des images par animal dans la CAl et 150

dans le gyrus denté.

2.7.2.3. Quantification de la densité synaptique

Pour la quantification VGAT et VGLUTI, différentes régions d’intéréts (regions of
interest, ROI) ont été déterminées dans les couches moléculaires et le hilus du gyrus denté. La
quantification a eté réalisee dans cette ROI en utilisant le logiciel MetaMorph (Roper
Scientific). Les différentes couches (stacks) ont été empilées en une seule image (max
intensity projection) et le bruit de fond a été retiré (taille de kernel, 3X3X2) afin d’améliorer
les bords des clusters, et un seuil d’intensité a été appliqué automatiquement et confirmé
visuellement afin de sélectionner les groupements de marquage et éviter leur fusion entre eux.
Le nombre total de groupements VGAT ou VGLUTL1 pour chaque ROI (nombre total sur
581um?2) a été quantifie.
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2.8. Electrophysiologie

Les animaux ont été euthanasiés par dislocation cervicale, puis le cerveau a été extrait de la
boite cranienne et les hippocampes disséqués dans une solution de Krebs a 4°C (NaCl
124 mM, KCI 3 mM, NaH:PO4 1,25 mM, NaHCO3 26 mM, MgSO4 1 mM, CaCl, 2 mM et
glucose 10 mM) précédemment gazée dans de 1’02 95 % et du CO2 5 %, a pH 7,4. Les coupes
d’une épaisseur de 400 um ont été obtenues avec un vibratome Mcllwain, puis laissées dans
la solution de Krebs pendant une heure afin de se stabiliser. Les potentiels de champs
excitateurs postsynaptiques (FEPSPs) ont été enregistrés comme préecédemment décrits dans la
CALl de la couche stratum radiatum (Batalha et al., 2013). La molécule pharmacologique
SCH 58261 (50nM), un antagoniste sélectif du A2aR, a été ajoutée dans la solution de Krebs
(3 mL/min) aprés qu’un niveau d’enregistrement de base, stable pendant 30 min, ait été

obtenu.

3. Expériences réalisées sur les cultures primaires d’astrocytes

3.1. Cultures cellulaires d’astrocytes primaires

3.1.1. Préparation des cultures

Les cultures d’astrocytes primaires ont été réalisées dans le laboratoire de Tiago F. Outeiro
a Gottingen, en Allemagne. Celles-ci ont été préparées a partir de souriceaux, un a quatre
jours apres la naissance. Aprés décapitation, les cerveaux ont été placés dans un milieu
« Hank's Balanced Salt Solution » (HBSS) & 4°C (sans Ca?* ni Mg?*) puis le cortex a été isolé
et les méninges ont été retirées. Le tissu a été digéré via 1’ajout d’une solution de trypsine a
0,05 % diluée dans du HBSS et laissée a 37°C pendant 15 minutes. Les cellules ont ensuite
été incubées 2 a 3 minutes a température ambiante dans du milieu « Dulbecco's Modified
Eagle Medium » (DMEM) contenant de la gentamycine 1 %, du fungizone 1 % et du sérum
de veau fétal 10 %, puis broyées afin d’obtenir un homogénat cellulaire qui a ensuite été
centrifugé a 800 tours/min pendant 2 minutes. Aprés avoir éliminé le surnageant, le culot a été
resuspendu dans du DMEM contenant de la gentamycine 1 %, du fungizone 1 % et du sérum
de veau fétal 10 %. Les cellules issues de trois cerveaux ont été placées dans des flasques de
175 cm? et dans un volume de milieu DMEM de 50 mL. Cette culture mixte astrocytaire a
ensuite été incubée a 37°C avec 5% de CO, pendant trois jours. Lors du 3™ jour in vitro
(day in vitro 3, DIV3), le milieu a été changé. A DIV10, la culture mixte a été agitée a 320
tours/min & 37°C durant une nuit. Les cellules attachées restantes ont été ringées avec du PBS

a 37°C et détachées a 1’aide d’une solution de trypsinisation modérée (PBS, trypsine 0,25 %)
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a 37°C pendant 3 a 5 minutes. Le milieu de culture DMEM a ensuite été ajouté pour arréter
I’action de la trypsine, et les cellules en suspension ont été collectées et centrifugées a 1000
tours/min pendant 5 minutes. Le culot cellulaire a été resuspendu dans le milieu et les cellules
ont été comptées. Ensuite, les cellules ont été remises en culture dans du milieu frais sur
plaques ou lamelles (pour immunocytofluorescence) recouvertes de poly-L-lysine, a une
densité respective de 1.10° cellules/mL ou 5.10* cellules/mL. Les astrocytes primaires ont

ensuite été laissés en culture pendant 48 heures avant que les expériences ne soient démarrées.

3.1.2. Infections des cultures primaires d’astrocytes
Afin de générer des cellules surexprimant le A2aR, les cultures d’astrocytes primaires ont
été infectées a DIV7 avec des quantités équimolaires de lentivirus induisant 1’expression soit
du A2aR murin soit de la protéine fluorescente verte (green fluorescent protein, GFP) comme
contréle. Le SCH 58261, antagoniste selectif du A2aR (Tocris Bioscience), a été appliqué sur
les cultures primaires d’astrocytes a DIV12 a une concentration finale de 100nM et les

cellules ont été collectées aprés 24 heures de traitement (DIV13).

3.1.3. Evaluation du métabolisme et de la cytotoxicité
Un test au MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium) et un test
ToxiLight (basé sur la libération d’adénylate kinse) (Lonza) ont été utilisés afin d’évaluer,
respectivement, le métabolisme cellulaire et la viabilité, en suivant les recommendations du
fournisseur. Les mesures de ces deux tests ont été réalisées via un lecteur spectrophotomeétre

de microplaques (Infinite M200 fluorescence plate reader, Tecan, Hamburg, Germany).

3.2. Analyses transcriptionnelles

3.2.1. Séquencage de ’ARNmM
Les ARN totaux ont été extraits six jours apres infection et 24 heures aprés traitement au
SCH 58261 en utilisant le TRIzol Reagent (Thermo Fischer Scientific) et le kit NucleoSpin®
RNA Kit (Macherey-Nagel), en suivant les recommendations du fournisseur. Cette technique
est basée sur la séparation phénol-chloroforme-isothiocyanate de guanidine. La préparation de
la librairie et le sequencage du RNAseq ont été réalisés au Transcriptome and Genome
Analysis Laboratory, NGS-Core Unit of the University Medical Center de Gottingen. La
qualité et I’intégrité des ARN ont été évaluées avec un analyseur de fragments d’Advanced
Analytical en utilisant le kit d’analyse standard (DNF-471). Tous les échantillons selectionnés

pour le séquencage présentaient une intégrité supérieure a 8 sur 10. Les librairies du RNAseq
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ont été réalisées a partir de 500 ng d’ARN total et séquencées par un Illumina (TruSeq RNA
Library Preparation Kit v2, Set A; 48 échantillons, 12 indexages, Cat. N°RS-122-2001). De
facon plus spécifique, 1’étape de ligation a été optimisée en diluant les adaptateurs afin
d’améliorer I’efficacité de la ligation (> 94 %) et finalement de réduire le nombre de cycles
PCR (10 cycles) afin d’éviter la duplication PCR d’artéfacts ainsi que de dimeéres d’amorces
dans le produit final de la librairie. Les librairies ont été préparées par des automates
(Beckman Coulter’s Biomek FXP workstation). Afin de réaliser une quantification précise des
librairies de cDNA, un systéeme basé sur la fluorométrie, le QuantiFluor™dsDNA (Promega)
a été utilisé. La taille des librairies finales des ADN complémentaires a été déterminée en
utilisant le kit dsDNA 905 Reagent Kit (via l’analyseur de Fragment d’Advanced
Bioanalytical) avec une taille moyenne de 300 paires de bases (300 bp). Les librairies ont
ensuite ét¢ mélangées et séquencées dans I’Illumina HiSeq 4000 (SE; 1 x 50 bp; 30-35
millions de lecture/échantillon). Le séquengage de I’ARNm a été réalisé sur quatres cultures
indépendantes (portées différentes) pour chaque groupe.

Les images issues du séquenceur ont été transformées par le logiciel Illumina BaseCaller
en fichiers BCL, qui ont été démultiplexées en fichiers Fastq avec Bcl2fastq v2.17.1.14. La
verification de la qualité a été réalisée en utilisant FastQC (2014, version 0.11.5, Babraham

Bioinformatics, https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/).

3.2.2. Analyses du séquencage de ’ARNm

L’analyse de I’expression différentielle a été réalisee comme précédemment décrite
(Halder et al., 2016). Brievement, les données du séquencage ont été transformées en utlisant
une suite de logiciels personnalisés. Le logiciel bcl2fastq (version 1.8.4) d’Tllumina a été
utilisé afin de convertir les « base calls per cycle » des fichiers BCL en « per read » au format
FASTQ depuis les images brutes. Parallelement au processus d’attribution de bases de
I’ADNCc aux pics de chromatogramme, le retrait des adaptateurs et le démultiplexage ont été
réalisés. Afin de vérifier la qualité des données de séquences brutes, FastQC (v 0.11.5) a été
utilisé. Les séquences lues («reads») ont été alignées sur le génome de la souris
(Mus_musculus.GRCm38.86) en utilisant le logiciel rna-STAR (version STAR_2.5.2b)
(Dobin & Gingeras, 2015) dans un mode « non splice junction aware » et tous les autres
parametres ont été mis par défaut par rna-STAR. Afin d’identifier les génes différentiellement
exprimés, les sources de variations non désirées ont été identifiees et retirées en utilisant
RUVSeq tool (Remove Unwanted Variations, RUVSs, v. 1.8.0). Ensuite, le logiciel DESeq2

(version 1.14.1) (Love et al., 2014) a été utilisé afin de réaliser les expressions différentielles.
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3.2.3. Rétrotranscription et PCR quantitative (QPCR)

Les ARN totaux ont été extraits a partir de cellules et purifiés en utilisant le kit
NucleoSpin® RNA Kit (Macherey-Nagel). La rétrotranscription a été réalisée a partir d’1 g
d’ARN total en utilisant le kit HighCapacity c¢cDNA reverse transcription (Applied
Biosystems). Les analyses par qPCR ont été réalisées sur 1’appareil StepOnePlus™ Real-
Time PCR Systems (Applied Biosystems) en utilisant du Power SYBRGreen PCR Master
Mix (Applied Biosystems). Les conditions des cycles de températures ont été les suivants :
95°C pendant 10 minutes, ensuite 40 cycles de 95°C pendant 15 secondes puis 60°C a 25
secondes. Une courbe de fusion a été réalisée a la fin des 40 cycles, de 60 a 95°C avec un
incrément d’un degrés de température. Les séquences des primers utilisées dans cette étude
sont fournies dans le

Tableau 6. Le gene de référence Cyclophilin A a été utilisé pour la normalisation des
résultats. Les amplifications ont été réalisées en duplicat et I’expression relative du géne

d’intérét a été déterminé par la méthode AACt.

Forward Primer Reverse Primer

Scg2 GCTTGGAGCCTTCCACATAA GCCTTAGCTCCAGCCATGT
Chi3l1 GACCCTGGCCTACTACGAGA TTGGTAGCGAAGGGAACCT
1R TGTAATGAAAGACGGCACACC TCTTCTTTGGGTATTGCTTGG
Adora2a CTGCTTTGTCCTGGTCCTCAC ATACCCGTCACCAAGCCATT
Gfap CGCGAACAGGAAGAGCGCCA GTGGCGGGCCATCTCCTCCT
Vim CCAACCTTTTCTTCCCTGAAC TTGAGTGGGTGTCAACCAGA

Slc7all TTGAACATTTCTCTTAGTAAGCATGG TGGACACTCATGACCTCACAA

Tableau 6 : Liste des primers utilisés dans I’étude in vitro.

3.3. Analyses biochimiques par immuno-empreinte

Afin de réaliser une quantification des protéines, les astrocytes ont été lysés dans un
tampon RIPA (Triton X-100 0,1 %, NaCl 0,15 M, Tris 50 mM, pH 7,5 ainsi qu’un cocktail
d’inhibiteur de protéases (Roche)). La quantité de protéine présentes dans le lysat a ensuite été
déterminée via un test de Bradford (Bio-Rad) dans un Infinite M200 PRO plate reader (Tecan
Lta). Les échantillons ont été mixés avec du tampon Laemmli 5X (Tris 250 mM, sodium
dodécyl sulfate 10 %, bleu de bromophénol 1,25 %, B-mercaptoethanol 5 %, glycérol 50 %,
pH 6,8), chauffés 5 min a 95°C puis chargés sur un gel de sodium dodécyl sulfate
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polyacrylamide (SDS-PAGE). Apres 1’¢électrophorése, les protéines ont été transférées sur des
membranes de nitrocelluloses avec un systéme de transfert semi-sec (Tans-Blot® TurboTM
blotting system). Les membranes ont ensuite été bloquées avec une solution de saturation a
base de Tris Base 1 % et et de Tween 0,05 % (TBST) contenant 5% de lait de vache
reconstitué, durant une heure a température ambiante. Les membranes ont ensuite été
incubées avec les anticorps suivants : anti-GFAP 1/1000 (Santa Cruz, sc33673, souris), anti-
AoaR murin 1/1000 (Fronter Institute, Af1000, cochon d’inde), anti-SCG2 (Secretogranin
[1/Chromogranin C) 1/1000 (un don de la part de Maité Montero, Université de Rouen,
Normandie, France, lapin), et anti-actine p 1/1000 (Sigma, Mouse), tous dilués dans la
solution de saturation durant une nuit & 4°C. Le lendemain, les membranes ont été incubées
avec un anticorps secondaire (IgG (H+L) couplé a une activité peroxydase HRP (horseradish
peroxidase)) au 1:10 000°™ (anti-souris ou anti-lapin, GE Healthcare), pendant 2h a
température ambiante. Entre chaque étape, les membranes ont été rincées 3 fois dans du
TBST, pendant 5 min a température ambiante. Les membranes ont été révélées en utilisant un
substrat HRP Immobilon Western Chemiluminescent (Millipore Corporation) et le signal
chemiluminescent a été détecté en utilisant I’appareil Fusion FX (Vilber Lourmat). La

quantification des bandes a été réalisée en utilisan le logiciel Image J.

3.4. Analyses par immunofluorescence

Les cellules cultivées sur lamelles ont été fixées en utilisant du paraformaldéhyde a 4 % a
température ambiante pendant 15 minutes. Une solution de PBS a été utilisée pour ringer les
cellules qui ont ensuite été perméabilisées via une solution PBS/Triton 0,1 % pendant 15
minutes a température ambiante. Aprés saturation dans une solution PBS/albumine de sérum
bovin (BSA) 3 % a température ambiante pendant 1 heure, les cellules ont été incubées durant
une nuit a 4°C avec les anticorps primaires suivants : anti-A;aR 1:1000 (Fronter Institute,
Af1000, cochon d’inde), anti-GFAP 1:1000 (DAKO, 2z0334, lapin), anti-MBP 1:1000
(BioLegend, 808402, souris), anti-III B-tubulin (anticorps TUJ1) 1:1000 (Covance, MMS-
435P-250, souris), anti-NeuN 1:1000 (Millipore, MAB377, souris), anti-O4 (clone 81) 1:1000
(Millipore, MAB345, souris), anti-lbal 1:1000 (Abcam, ab5076, chévre), and anti-CD31
(anticorps PECAM-1) 1:1000 (BD Pharmingen, 550274, souris), dilués dans la solution de
saturation. Les cellules ont été rincees dans du PBS et ensuite incubées avec un anticorps
secondaire Alexa Fluor (anti-souris ou anti-lapin, 488 ou 555, Life Technologies), préparé au
1:1000 dans la solution de saturation, durant 2 heures a température ambiante. Les noyaux

cellulaires ont été marqués avec du DAPI et les lamelles ont ensuite été montées avec du
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Mowiol. Les images d’immunofluorescence utilisées pour déterminer le pourcentage relatif de
chaque type cellulaire dans la culture ont été acquises sur un microscope d’épifluorescence
Olympus 1X81-ZDC (Olympus) avec un objectif de grossissement de 40X ou un microscope
d’¢épifluorescence Leica DMI 6000B (Leica) avec un objectif de grossissement de 10X. Les
images de hautes résolutions ont été acquises en utilisant un module Zeiss Airyscan placé sur
un microscope confocal LSM710 (Zeiss, Carl Zeiss-Strasse 22 73447 Oberkochen, Germany).
L’Airyscan est capable d’atteindre une résolution de 140nm le long de 1’axe X-y et 400nm le
long de I’axe z en utilisant la lumiére qui d’ordinaire est rejeté par le sténopé (« pinhole ») du
confocal et augmente le ratio signal sur bruit. C’est un assemblage de 32 détecteurs de

gallium arsenide phosphide (GaAsP) disposés en forme d’ceil.

4. Analyses statistiques.

L’ensemble des données sont représentées en moyenne * écart type standard a la moyenne
(sem). Les résultats in vitro sont issus d’au moins 3 expériences indépendantes, sauf si précisé
differemment (cf. Résultats Partie I11). En fonction des expériences et du nombre de groupes
considérés, les résultats ont été analysés par le test de Student, par One-Way ANOVA suivi
d’un test de comparaisons multiples (post-hoc) HSD de Tukey (cf. Résultats Partie I) ou LSD
de Fisher (cf. Résultats Parties 1l a 1V). Les différences entre plus de 3 groupes sur plusieurs
jours ont été déterminées par Two-way ANOVA. Ces statistiques ont été réalisées sur le

logiciel GraphPad Prism 8. Une valeur p < 0,05 est considérée comme significative.
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RESULTATS

Afin de faciliter la lecture tout au long des différentes parties de résultats, la nomenclature
suivante a eté utilisée : les astrocytes surexprimant le récepteur Aza sont notés « A2aRastr » et
les neurones surexprimant le récepteur Azxa « A2aRneur ». Par ailleurs, le code couleur suivant
a été utilisé dans les figures : les souris THY-Tau22 (abbréviées sous le terme « Tau ») sont
représentées par la couleur bleue, les souris APPsw/PS1dE9 (abbréviées sous le terme
« APP/PS1 ») sont représentées par la couleur violette, et le blocage pharmacologique du

AzaR est représenté par la couleur orange.

Partie | : Surexpression neuronale du récepteur Axa dans un

modele de tauopathie

Les résultats présentés dans cette partie ont donné lieu a une publication : Carvalho*,

Faivre* et al., Brain 2019 sous presse (cf. Annexes).

1. Expression du AzaR chez les patients atteints de FTLD-tau (MAPT
P301L)

Tout d’abord, en vue de mieux comprendre le lien potentiel entre la dysrégulation du A2aR
et la pathologie tau, nous avons évalué la quantité de A2aRs dans des cerveaux humains issus
de patients atteints de dégenérescences lobaires fronto-temporales (FTLD-tau), portant une
mutation P301L du géne de tau, MAPT. D’une part, les analyses biochimiques démontrent
une augmentation significative de la densité des A2aRs dans le cortex temporal des patients
FTLD-tau par rapport a des individus contrdles d’age similaire (Figure 43A). D’autre part,
nous avons mis en évidence par immunofluorescence que les neurones avec une pathologie
tau (positifs au marquage anti-AT8, indiqué par une fleche) possedent un marquage anti-A2aR
d’intensité plus forte que celui des neurones sans pathologie tau (négatif au marquage anti-
ATS, indiqué par une astérisk) (Figure 43B). En conséquence, ces données suggerent un lien
entre le développement de la pathologie tau et I’augmentation neuronale du AzxaR. Afin

d’étudier ce lien, nous avons ensuite eu recours a des modeles transgéniques murins.
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Figure 43 : L'expression du A2aR est augmentée dans le cortex temporal des patients atteints de
dégénérescence lobaire fronto-temporale (FTLD-tau) associée a une mutation P301L du gene de
tau, MAPT. (A) Immuno-empreinte de la phosphorylation de Tau sur I’épitope Ser396 et de la
quantité du A,aR dans le cortex des patients FTLD-tau et sujets controles d’ages similaires (CTRL).
Les résultats montrent une augmentation attendue de phosphorylation de tau et de quantité du AzaR
chez les patients FTLD-tau. *p<0,05 vs. CTRL en utilisant le test de Student, N = 3 par groupe. Le
putamen a été utilisé comme contrdle positif pour le A2aR. (B) Immunofluorescence avec anticorps
dirigés contre le A2aR (rouge) et la tau phosphorylée (AT8, vert) dans le cortex temporal des mémes
patients FTLD-tau et sujets contrdles. L’intensité du signal a d’abord été mesuré dans cellules isolée
marquée par I’anticorps anti-AzaR (rouge) détectées chez les contrdles (N = 1616 cellules) et chez les
patients FTLD-tau (N = 2153 cellules) sur 9-11 régions d’intéréts par individus, représentant N = 29-
30 images par groupe. L’évaluation quantitative en immunofluorescence indique une augmentation
des niveaux de AzaR cellulaire dans le cortex temporal des patients FTLD-tau. De plus, chez les
patients FTLD-tau, I’intensité du signal anti-A;aR a été comparée entre les neurones présentant une
pathologie tau (marquage anti-AT8 positif indiqué par une fleche, N =370) et les neurones sans
pathologie tau (marquage anti-AT8 négatif, indiqué par une astérisk, N = 1818) sur 9-11 régions
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d’intéréts par individus représentant 30 images par groupe. Les analyses ont révélé une augmentation
de I’intensité du signal A,aR dans les neurones avec pathologie tau. Le DAPI (en bleu) représente les
noyaux cellulaires. ***p<0,001 vs CTRL en utilisant le test de Student. Les résultats sont exprimeés en
moyenne + écart standard a la moyenne (sem). Echelle = 20 um. Les résultats sont exprimés en moy +
sem.

2. Caractérisation d’un modeéle murin de surexpression neuronale du A2aR
Dans le but d’évaluer I'impact d’une augmentation neuronale du A2aR sur le
développement de la pathologie tau et des troubles cognitifs associés, nous avons développé
un modele de souris transgéniques permettant la surexpression conditionnelle du A2aR dans
les neurones (Figure 44A). Cette augmentation neuronale du AzaR est obtenue par le
croisement d’une nouvelle lignée de souris possédant le transgéne A2aR murin sous controle
d’un élément de réponse (Tet-responsive element, lignée TRE-A2aR) avec un modele
transgénique exprimant une protéine transactivatrice tTA (tetracycline-controlled
transactivator protein) sous le promoteur neuronal CaMKlIla (lignée CaMKII-tTA ; Figure
44A). Afin d’éviter tout effet pendant la période critique du développement périnatal,
I’expression du transgene du A2aR est bloquée, de ’accouplement jusqu’au sevrage des
souriceaux (28°™ jour aprés la naissance, P28) par un traitement a la doxycycline (Dox).
Comme attendu, les A2aRs endogenes sont particulierement enrichis dans le striatum (Blum et
al., 2003), ce qui est observé dans les souris contrbles de portée (« WT ») ainsi que dans les
souris doubles transgéniques CaMKII-tTA/TRE-A2aR sous traitement a la doxycycline
(« P28 avec Dox » Figure 44C, au milieu). Lorsque 1’accouplement est réalisé en I’absence de
doxycycline (« P28 sans Dox » ; Figure 44B et C, a gauche) ou chez des animaux non traités a
la doxycycline depuis 5 mois aprés I’avoir retiré & partir 28°™ jour aprés la naissance (« 5
mois apres retrait Dox » ; Figure 44B et C, a droite), le transgéne du A2aR est retrouveé tres
exprimé dans d’autres régions du cerveau des souris doubles CaMKII-tTA/TRE-A2aR, mais
pas dans les souris WT, particulierement dans le cortex et I’hippocampe (Figure 44B et C).
Afin de s’assurer de la spécificité cellulaire de la surexpression du AzaR induite par le
systéeme transgénique, nous avons réalisés différents co-marquages par immunofluorescence
en utilisant des anticorps dirigés contre des marqueurs de neurones (NeuN), d’interneurones
(GADG67), de cellules microgliales (Ibal) et d’astrocytes (GFAP, S100B). Ces résultats
montrent que la surexpression du Az2aR dans 1’hippocampe est limitée exclusivement aux
neurones pyramidaux et granulaires (Figure 45A), mais n’est pas retrouvée dans les

interneurones GABAergiques (Figure 45B). Les AxaRs surexprimés ne sont également pas
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retrouvés dans les précurseurs neuronaux au sein du gyrus denté, marqués par un anticorps

anti-doublecortine (Figure 45C).

A . B
(CaRI | 74 > X ~{ThE [ 7. | Agoraaa >
P28 P28 5 mois apres
Transcription sans Dox avec Dox retrait Dox
tTA
>
_FTQE =3 WT A,,R WT A,R WT A,R

40kDa-| G e (AR

L @) tTA Trafsdgiption 40kDa-]
,@ : GAPDH
= TRE | P,,,CMV | ADORA2A

C P28 sans Dox P28 avec Dox 5 mois aprés retrait Dox
WT AnR WT AnR WT A,LR
E
=
5
o
[
o
E
]
(%3
<]
<%
2
I

Figure 44 : Caractérisation de la surexpression du A;aR dans le modele transgénique
conditionnel CaMKII-tTA/TRE-AzaR. (A) La surexpression conditionnelle du AxaR dans les
neurones est obtenue par le croisement de la lignée de souris CaMKII-tTA, produisant la protéine
transactivatrice de la tétracycline tTA sous contrdle d’un promoteur neuronal (CaMKII), avec la lignée
de souris TRE-A2aR, dans laquelle 1’expression du AzaR murin est sous contrdle d’un élément de
réponse a la tétracycline (TRE). L’expression du A»aR dans les neurones CaMKII* est obtenu via la
liaison de la protéine tTA au promoteur TRE. L’expression du transgeéne est maintenue éteinte a partir
de I’accouplement et ce jusqu’au sevrage des petits au 28°™ jour apres la naissance (P28) via la
doxycycline (0,2mg/ml) dans 1’eau de boisson, afin d’éviter tout effets périnataux liés a la
surexpression du AzaR. (B) Immunoempreintes représentatives de la densité du AxaR dans
I’hippocampe de souris doubles CaMKII-tTA/TRE-AzaR (souris « A;aR ») et leurs contrbles de
portées (« WT »). En I’absence de doxycycline, a P28 (« P28 sans Dox », & gauche), les souris doubles
transgéniques montrent une forte expression du AzaR alors que dans les souris WT 1’expression n’est
pas détectables due a la densité relativement faible du AaR dans ’hippocampe. Le traitement avec la
doxycycline durant la période périnatale abolie complétement la surexpression (« P28 avec Dox », au
milieu). Apres retrait de la doxycycline a P28 et la remise sous eau jusqu’a ’age de 6 mois (« 5 mois
apres retrait Dox », a droite), le AxaR est surexprimé dans les souris doubles transgéniques. (C)
Immunohistochimie représentatives de la densité du A:aR dans les mémes conditions expérimentales.
Les images du haut sont au niveau du plan anatomique du striatum et les images du bas sont au niveau
du plan de I’hippocampe et du cortex. Echelle = 1 mm.
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Figure 45 : Caractérisation de la spécificité cellulaire du A2aR neuronal surexprimé dans le
modéle de souris doubles transgéniques CaMKII-tTA/TRE-AzaR. (A) Différents co-marquages
ont été réalisés par immunofluorescence avec un marquage du A;aR (rouge) et un marquage neuronal
(NeuN, vert), microglial (Ibal, vert) ou astrocytaire (GFAP et S100p, vert), montrant la spécificité
neuronale de la surexpression du A2aR dans les souris doubles transgéniques. Le DAPI (bleu) marque
les noyaux cellulaires. Echelle = 20 um. (B) Un co-marquage du A;aR (rouge) et d’un marqueur
d’interneurones (Gad67, vert) montre I’absence de surexpression du A,aR dans cette population
cellulaire. Le DAPI (bleu) marque les noyaux cellulaires. Echelle = 10 um. (C) Un co-marquage du
AzaR (rouge), d’un marqueur neuronal (NeuN, blanc) et d’un marquage de neurones immatures
(Doublecortine (DCX), vert) montre que le A2aR n’est pas surexprimé dans les neurones immatures.
Echelle = 100 pm.

De maniére a adresser 1’activité synaptique des A2aRs surexprimés dans les neurones, des
potentiels de champs postsynaptiques excitateurs (FEPSPs) ont été mesurés dans la région de
I’hippocampe CA1 (Figure 46). Le blocage des A2aRs par I’antagoniste sélectif SCH-58261
inhibe significativement les fEPSPs. Cet effet n’est pas observé chez les souris WT. Dés lors,
ces données démontrent un gain de fonction des A2aRs qui exercent un contréle tonique sur

I’activité synaptique basale des souris CaMKII-tTA/TRE-AzaR.
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Figure 46 : Caractérisation de ’activité du A;aR surexprimé. Evolution des potentiels de champs
postsynaptiques excitateurs (fEPSP) apres perfusion d’un antagoniste sélectif du A2aR, le SCH 58261
(50 nM), pendant 30 minutes sur des coupes hippocampiques de souris WT et doubles CaMKII-
tTA/TRE-A2aR. Le SCH 58261 induit une inhibition significative des fEPSPs dans les souris doubles
transgéniques suggérant un gain de fonction des AaRs surexprimés, exergant un contrdle tonique de
la transmission synaptique basale. Ce phénomeéne n’est pas retrouvé chez les souris WT. *p<0,05 en
utilisant le test de Student. N = 5 par groupe. Les résultats sont exprimés en moy + sem.

Par ailleurs, nous avons ensuite voulu explorer 1’augmentation neuronale du A2aR sur le
développement de la pathologie tau et des troubles mnésiques associées. Dans cette optique,
nous avons utilisé la lignée de souris THY-Tau22 (« Tau »), qui développe progressivement
une pathologie tau hippocampique associée a des déficits de mémoire spatiale (Schindowski
et al., 2006; Van der Jeugd et al., 2011, 2013; Burnouf et al., 2013), puis nous 1’avons croisé
avec la lignée TRE-A2aR afin d’obtenir des animaux doubles transgéniques méles TRE-
AoaR/THY-Tau22. Ces derniers ont été croisés avec des femelles CaMKII-tTA afin de
générer des souris  triples  transgéniques = CaMKII-tTA/TRE-A2aR/THY-Tau22
(« Tau/A2aRneur ») et leurs contrdles de portées. Ainsi, des souris de 8 génotypes différents
ont été générées puis regroupées en 4 groupes expérimentaux : les souris controles (CaMKII-
tTA et TRE-A2aR, sous le terme « WT »), les souris surexprimant le A>aR neuronal
(CaMKII-tTA/TRE-A2aR, sous le terme « A2aRneur), les souris développant la pathologie tau
(CaMKII-tTA/THY-Tau22 et TRE-A2aR/THY-Tau22, sous le terme « Tau ») et enfin les
souris triples transgéniques (sous le terme « Tau/A2aRneur ») (cf. Figure 38, page 107). Les
souris sans transgéne ou avec uniquement le transgene THY-Tau22 ont été écartées des

analyses.

3. Evaluation comportementale des souris Tau/A2aRneur

Dans I’intention d’évaluer une potentielle accentuation des déficits mnésiques des souris
Tau suite a la surexpression neuronale du A2aR, ces animaux ont été évalués a 1’age de 5-6

mois. Cet age correspond a une période précoce du développement de la pathologie tau et ou
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les troubles de mémoires sont absents (Van der Jeugd et al., 2013). En utilisant le test
d’actimétrie, nous n’avons pas mis en évidence de différence dans ’activité spontanée, que ce
soit en termes de vélocité ou de distance parcourue entre les différents groupes expérimentaux
(Figure 47A et B). Dans un test de comportement de type « anxiété », le labyrinthe en croix
suréleve, les souris tau montrent une désinhibition, passant d’avantage de temps dans les bras
ouverts du labyrinthe, anxiogénes, que les souris WT, comme précédemment décrit dans la
littérature (Figure 47C) (Schindowski et al., 2006). Cet effet dépendant de tau n’est toutefois
pas modifié par la surexpression du AzaR, que ce soit dans les souris AzaRneur OU
Tau/A2aRneur. NOus avons ensuite évalué la mémoire spatiale en utilisant le labyrinthe de
Barnes. Durant la phase d’apprentissage, tous les groupes ont montré une diminution de la
distance parcourue au cours des essais successifs (Figure 47D), démontrant leurs bonnes
capacités d’apprentissage spatial. Seulement, au 2°™ jour d’apprentissage, les souris WT sont
plus performantes que les trois autres groupes (A2aRneur, Tau et Tau/A2aRneur), témoignant
d’une possible altération mineure de I’apprentissage de ces trois groupes. Apres
I’apprentissage, une phase de rétention a été réalisée, dans laquelle la boite d’échappement est
retirée, afin d’évaluer la mémoire spatiale. Indépendamment de 1’expression du A2aR, les
animaux WT ont une préférence nette pour le quadrant cible (Figure 47E), passant
significativement une plus grande proportion de temps dans le quadrant que ce qui est attendu
par le fait de la chance (>25%, Figure 47E). Toutefois, en lien avec de précédentes études
(Batalha et al., 2016; Temido-Ferreira et al., 2018), I’augmentation neuronale du A2aR réduit
les performances de mémoire spatiale, en témoigne les souris A2aRneur passant moins de
temps dans le quadrant cible que les souris WT, méme si leurs préférences pour le quadrant
cible demeurent significatifs (Figure 47E).

Comme attendu a cet age (Van der Jeugd et al., 2013), les souris Tau ne montrent pas de
trouble de la mémoire spatiale, avec une nette préférence pour le quadrant cible et un
pourcentage de temps passé dans le quadrant cible similaire a celui des souris WT. En
revanche, les souris Tau/A2aRnewr N’ont de préférence pour aucun quadrant, avec un score
similaire a celui attendu par le hasard (Figure 47E). Les souris Tau/AzaRneur passent
également moins de temps dans le quadrant cible par rapport aux souris Tau. La latence,
correspondant au temps nécessaire pour un animal d’atteindre le trou cible pour la premiére
fois, est similaire entre les souris WT, A2aRneur €t Tau, mais nettement augmentée pour les
souris Tau/A2aRneur (Figure 47F). Ces données démontrent que 1’augmentation neuronale du

AxaR potentialise le développement des déficits de mémoire spatiale des souris THY-Tau22.
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Figure 47 : La surexpression neuronale du A;aR favorise les déficits de mémoire spatiale dans
les souris transgénique THY-Tau22. Les effets de la surexpression neuronale du AzaR ont été
évalués sur I’activité spontanée, le comportement de type anxieux, I’apprentissage et la mémoire
spatiale des souris THY-Tau22. (A-B) Aucun changement de I’activité locomotrice spontanée ou de
vélocité n’a été observé dans le test d’actimétrie. (C) Le comportement de type anxieux a été évalué
par le labyrinthe en croix surélevé. Les souris WT et AsaRneur ONt évité les bras ouverts, plus
anxiogenes. Comme attendu, les souris tau ont passé plus de temps dans les bras ouverts que les souris
WT, au méme titre que les souris triple transgéniques Tau/AzaRneur. ***p<0,001 vs WT en utilisant le
test One-Way ANOVA suivi d’un test post-hoc HSD de Tukey. (D) L’évaluation de la mémoire
spatiale en utilisant le labyrinthe de Barnes a révélé que tous les groupes d’animaux ont appris la
position de la boite d’échappement au cours des quatre jours d’apprentissage. (E) Durant la phase de
rétention, méme si elles montrent toujours une préférence, les souris AzaRnewr ONt passé
significativement moins de temps dans le quadrant cible (target, « T ») que les souris WT. A ce jeune
age (5-6 mois), les souris Tau ne présentent pas de trouble de mémoire, avec une forte préférence pour
le quadrant cible. Néanmois, les souris Tau/A2aRnewr Ne montrent aucune préférence pour le quadrant
cible (T) par rapport aux autres quadrants (others, « O »), montrant une altération significative de leurs
capacités mnésiques. ®p<0,05 vs WT, °p<0,05, °°p<0,01, °°p<0,001 vs quadrant cible T en utilisant le
test One-Way ANOVA suivi d’un test post-hoc HSD de Tukey. (F) En accord avec la perte de
mémoire, la latence correspondant au temps que les souris mettent pour rejoindre le trou cible est
significativement augmentée dans les souris Tau/AzaRwnesr par rapport aux autres groupes
expérimentaux. °°p<0,01 vs WT en utilisant le test One-Way ANOVA suivi d’un test post-hoc HSD
de Tukey. N = 7-22 par groupe. Les résultats sont exprimés en moy * sem.
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4. Evaluation de la pathologie tau dans les souris Tau/A2aRneur

Par ailleurs, le developpement des troubles de la mémoire spatiale des souris THY-Tau22
se fait en parallele de celui de la pathologie tau, a savoir I’hyperphosphorylation et
I’agrégation de la protéine tau dans I’hippocampe (Van der Jeugd et al., 2013; Burnouf et al.,
2013). Dans notre modéle transgénique Tau/AzaRweur, les A2aRs surexprimés sont
particulierement enrichis dans les neurones de la CA1 et du gyrus denté de 1’hippocampe
(Figure 48), qui sont également les régions du cerveau ou 1’on retrouve la plus forte
surexpression de la tau humaine mutée (hTau), coingidant ainsi avec le développement
progressif de la pathologie tau (Schindowski et al., 2006; Van der Jeugd et al., 2013). En
outre, ce modele permet de tester ’hypothése qu’une augmentation des niveaux d’AzaRS
neuronaux pourrait accélérer le développement de la pathologie tau, et expliquer la

potentialisation des troubles mnésiques dans les souris Tau/A2aRNeur.

A,,R/hTau/DAPI A, R/hTau/DAPI A,,R hTau

-t

CA1

Figure 48 : Localisation cellulaire de la tau humaine et du A;aR surexprimés dans les souris
Tau/AzaRneur. Un co-marquage par immunofluorescence avec le AxaR (rouge) et la tau humaine
(anticorps TauE1E2, généré et caractérisé au sein du laboratoire, vert) dans la CAl et le gyrus denté
réveéle que les neurones exprimant la tau humaine (fleche) surexpriment également le A2aR. Le DAPI
(bleu) marque les noyaux cellulaires. Echelle = 50um.

Compte tenu de ce qui précéde, nous avons évalué les niveaux de phosphorylations et de
changements conformationnels de tau dans les souris Tau/A2aRneur par rapport aux souris Tau
en utilisant des approches biochimiques et immunohistochimiques. En premier lieu, nous
avons séparé les protéines selon leurs points isoélectriques et selon leurs poids moléculaires

afin d’évaluer les changements globaux de phosphorylation de la protéine tau, au moyen
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d’une électrophorese bidimensionnelle. Nous avons observé dans les souris Tau/A2aRneur Une
augmentation des espéces a pH acide par rapport aux especes presentes dans les souris Tau, ce
qui suggére une augmentation globale de phosphorylation (Figure 49A). Nous avons ensuite
évalué la phosphorylation de tau par immuno-empreinte en utilisant des anticorps dirigés
contre des épitopes phosphorylés de tau. En accord avec les résultats de 1’analyse
bidimensionnelle, nous observons une augmentation significative de la phosphorylation de tau
chez les souris Tau/A2aRneur, €n particulier une augmentation de la phosphorylation des
épitopes Ser396 et Ser195/198/199/202, par rapport aux souris Tau (Figure 49B). Toutefois,
Nous n’avons pas observé de modification d’autres épitopes phosphorylés de tau, ni d’effet sur
la protéolyse de tau (Figure 49B). Enfin, en utilisant un anticorps dirigé contre une
conformation pathologique de tau (MC1), nous n’avons pas mis en évidence de différence
entre les groupes Tau et Tau/A2aRneur (Figure 49C). De surcroit, nous n’avons pas observé de
différence de phosphorylation de tau chez les souris A2aRneur par rapport aux souris WT
(données non montrées).

Par ailleurs, afin d’expliquer I’augmentation de phosphorylation des souris Tau/A2aRneur
par rapport aux souris Tau, nous avons explorer la quantité relative et la phosphorylation
activatrice de plusieurs kinases impliquées dans la phosphorylation des sites susnommés
(Ser195/198/199/202/396) : p38 mitogen activated protein kinase (p38 MAPK), casein kinase
2 (CK2), c-Jun N-terminal kinase (JNK), extracellular signal-regulated kinase (ERK), cell
division protein kinase 5 (CDK5) et son activateur neuronal p35 (Sergeant et al., 2008;
Hanger et al., 2009). Nous avons pu observer une tendance a 1’augmentation de CK2 et une
augmentation significative de p35, pouvant expliquer 1’augmentation de phosphorylation
(Figure 50).

Dans de précédentes études réalisées au sein du laboratoire, la pathologie tau a été associée
a une dégénération des neurones cholinergiques dans le septum médian, ce qui a également
été lié aux déficits mnésiques (Belarbi et al., 2009, 2011). Comme attendu, nous avons
observé une diminution significative de la densité des neurones cholinergiques dans le septum
médian des souris Tau par rapport aux souris WT. Cependant, la surexpression neuronale du
A2aR ne modifie pas ce phénomene (Figure 51). Ainsi, nous avons également réalisé une
immuno-empreinte avec 1’anticorps anti-ChAT qui n’a pas mis en évidence de modification
des terminaisons cholinergiques au niveau de I’hippocampe des souris Tau/Az2aRnesr par
rapport aux souris Tau. Par conséquent, ces données suggérent que la surexpression neuronale

du A2aR n’influence pas I’impact de tau sur les altérations cholinergiques.
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Figure 49 : Evaluation de la phosphorylation et de I'agrégation de tau dans les souris
Tau/AzaRneur. La phosphorylation et 1’agrégation dans 1’hippocampe des souris triples transgéniques
Tau/AzaRner ONt  été  évaluées par électrophorése bidimensionnelle, immuno-empreinte et
immunohistochimie. (A) Le profil électrophorétique de la protéine tau humaine total (anticorps anti-
tau C-ter) révele, dans les souris triples Tau/A2aRneur, Une augmentation des isovariants de tau a point
isoelectrique acide (fleche) par rapport aux souris Tau. (B) Quantification de la phosphorylation de tau
sur les épitopes Thrl81, Ser199, Ser212/Thr214 (AT100), Ser262, Ser396 et Ser404, ainsi que
I’épitope déphosphorylé (Tau-1, sites Ser195/198/199/202) dans les souris Tau et Tau/AzaRneur. LeS
analyses révelent une augmentation de phosphorylation sur les sites Ser396 et la région reconnue par
Tau-1. #p<0,05 et #p<0,01 vs Tau en utilisant le test de Student. N = 6-7 par groupe. (C) Le marquage
de la tau conformationnelle par I’anticorps MC1 dans les souris Tau et Tau/A2aRneur n’a pas révélé de
différence entre les groupes.
N = 5-11 par groupe. Echelle = 500 um. Les résultats sont exprimés en moy + sem.
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Figure 50 : Evaluation des kinases et phosphatases dans les souris Tau/AzaRneur. Quantification
des changements de kinases de tau (p38, CK2, GSK3p, JNK, ERK, cdk5 et son élément de régulation
p35). #p<0,05 vs Tau en utilisant le test de Student. N = 6-7 par groupe. Les résultats sont exprimés en
moy * sem.
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Figure 51 : Impact de la surexpression neuronale du AzaR sur la dégénération des neurones
cholinergiques du septum meédian. (A) L’immunomarquage de I’acétylcholine transférase (ChAT) a
révélé, comme attendu, une diminution significative de la densité de neurones cholinergiques dans le
septum médian des souris Tau par rapport aux souris WT. La perte de neurones cholinergiques a été
retrouvée de facon similaire dans les souris triples Tau/AzaRneur. *p<0,05 vs WT en utilisant un test
One-Way ANOVA suivi d’un test post-hoc HSD de Tukey. N = 5-11 par groupe. Echelle = 500 pm.
(B) Expression de ChAT dans I’hippocampe. A noter la présence de deux bandes immunoréactives
comme précédemment rapportées (Misawa et al., 1997). N =6-7 par groupe. Les résultats sont
exprimés en moy + sem.
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5. Evaluation transcriptionnelle des souris Tau/A2aRneur

En vue de mieux comprendre les conséquences de la surexpression neuronale du AzaR
dans les contextes WT et Tau, nous avons réalis€¢ un séquencage de ’ARNm a partir des
hippocampes des souris des différents groupes expérimentaux. Conformément a une
précédente etude (Chatterjee et al., 2018), un nombre limité de génes sont exprimes
differentiellement entre les souris THY-Tau22 par rapport aux souris WT (Figure 52A et B).
La surexpression neuronale du AaR n’a en elle-méme pas induit de changement
transcriptomique (Figure 52A). Par contraste, en comparant les souris Tau/A2aRneur par
rapport aux souris Tau nous avons trouvé 505 genes différentiellement et significativement
exprimés (Log2FoldChange > 0,32, adjusted p-value < 0,05), avec 64 génes surexprimeés et

441 genes sous-exprimes ((Figure 52B).

A B Volcano plot (Tau vs Tau/A;,R mice)
o] 441 . 64
log2 FC >0.32, T 64
Adj_p-value<0.05 | YP |Down 2
AR vs WT o [ o | &,
Tau. vs WT 2 1 63
Tau/A,:R vs Tau 64 441 v 2
04

1.0 05 00 05 10
log2FoldChange

Figure 52 : Séquencage de I'ARNmM chez les souris WT, AzaRneur, Tau et Tau/AzaRneur 2 I’Age de
6 mois. (A) Alors que, a cet age, les changements transcriptomiques globaux observés dans les souris
Tau et double AzaRneur SONt trés marginaux comparés avec les souris WT, nous avons observé une
dysrégulation importante de 505 genes entre les souris Tau et Tau/AzaRwewr. (B) Le volcano plot
montre les 505 génes dérégulés signficativement (adjusted p-value < 0,05 et Log2FoldChange > 0,32,
en rouge) entre les souris Tau et Tau/AzaRneur. Parmi les 505 genes, 64 sont retrouvés surexprimés et
441 sous-exprimes dans les souris Tau/AzaRneur par rapport aux souris Tau. N=4 par génotype.

L’analyse in silico a permis d’identifier les voies moléculaires dans lesquelles les génes
sous-exprimés sont impliqués (Functional Biological Process): ils sont associés au
métabolisme des ARN, avec une significativité moderée, témoin d’un enrichissement faible
comme nous I’avons montré sur la base de données d’associations fonctionnelles des
protéines STRING (Figure 53A et B). Inversement, les génes surexprimes sont associés aux
processus du systeme immunitaire, a la réeponse immunitaire innée et a la phagocytose (Figure
53C). En utilisant la base de données STRING, nous avons observé une intéraction forte entre

24 des 64 génes surexprimés, associés au systeme immunitaire (Figure 53D).
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Figure 53 : Annotation fonctionnelle (GO term) et analyse des regroupements de génes (cluster).
L’annotation fonctionnelle des 64 genes surexprimés et des 441 geénes sous-exprimés dans les souris
Tau/AzaRnewr VS Tau a été réalisé sur le logiciel DAVID pour les GOTERM_Biological Process.
L’analyse révele une association significative des génes sous-exprimés avec le métabolisme des
ARNmM (A) alors que les genes surexprimés sont associés aux processus du systéme immunitaire, a la
réponse immunitaire innée et a la phagocytose (C). Il est a noter que I’enrichissement des génes de la
fonction immunitaire ont une significativité bien plus haute que ceux lié au métabolisme des ARNs
(Benjamini p-value). Les intéractions protéiques connues et putatives des genes ont été analysés par la
base de données en ligne STRING pour les 64 genes surexprimés (D) et pour les 441 genes sous-
exprimés (B) dans les sours Tau/AzaRneur. Cette premiére analyse montre un regroupement de genes
important lié a I’immunité dans les génes surexprimés (D, en rouge), alors que parmi les genes sous-
exprimés peu sont associés au métabolisme des ARNm (B, en vert).

Dans le but de déterminer dans quelle(s) population(s) cellulaire(s) ces genes sont

enrichies, nous avons utilis¢é une base de donnée issue du séquencage de I’ARN de

populations triées du systeme nerveux central, du laboratoire de Ben Barres (Zhang et al.

2014 ; http://web.stanford.edu/group/barres_lab/brain_rnaseqg.html). A cet égard, alors que la

surexpression du AzaR est induite spécifiquement dans les neurones de 1’hippocampe des

souris Tau/A2aRneur, NOUS n’avons trouvé que trés peu de genes enrichis dans les neurones. A
q

I’inverse, et en accord avec 1’association des génes aux processus immunitaires, 33 des 54

genes (~61%) sont retrouves enrichis dans les cellules microgliales (Figure 54A). Parmi ces

genes nous avons retrouvé Csflr, Trem2 et C1lqa, qui ont été validé par des expériences de

PCR quantitative (QPCR) avec d’avantage d’échantillons (Figure 54B). De récentes études
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basées sur un séquencage de ’ARNm de cellules microgliales ont démontré que celles-ci
présentent un transcriptome différents dans le cadre des maladies neurodégenératives par
rapport a leur activation classique durant une infection (Butovsky & Weiner, 2018). Ainsi,
nous avons comparé les 33 genes surexprimés et enrichis dans les cellules microgliales des
souris Tau/Az2aRneur avec le profil transcriptomique de cellules microgliales issu d’études sur
les maladies neurodégénératives. Nous n’avons trouvé que trés peu de génes communs
(Holtman et al., 2015; Keren-Shaul et al., 2017; Mathys et al., 2017), possiblement due a des
difféerences expérimentales (tissu entier dans notre cas par rapport a une analyse sur des
cellules microgliales triées). En revanche, nous avons trouvé beaucoup de génes communs
entre les génes surexprimes dans les souris Tau/AzaRneur €t les souris PS2APP, un modele
d’amyloidogénése (26 geénes communs) et les souris SODI1, un modéle de sclérose latérale
amyotrophique (25 génes communs), tout deux dérivés d’analyses en tissu entier (cortex ou
moelle épiniere) (Srinivasan et al., 2016), ce qui suggére que les souris Tau/A2aRneur ONt UN
profil d’expression associé a la neurodegénérescence. En outre, il est intéressant de constater
que les marqueurs inflammatoires classiquement augmentés dans les souris Tau a cet age ne
sont pas modifiés par la surexpression neuronale du A>aR (Figure 55), suggérant une voie

inflammatoire alternative en ceuvre chez les souris Tau/A2aRneur.

6. Evaluation microgliale dans I’hippocampe des souris Tau/A2aRneur
Classiquement, lorsque leurs transcriptomes sont modifiés, les cellules microgliales
augmentent typiquement en nombre et changent considérablement de morphologie durant le
vieillissement et les maladies neurodégénératives (Baron et al., 2014), traduisant des
changements fonctionnels, notamment en termes de phagocytose et de libération de molécules
inflammatoires. Toutefois, dans les stades précoces d’amyloidogénése cérébrale, malgré une
augmentation de la phagocytose microgliale du matériel synaptique, peu d’altérations
morphologiques sont visibles (Hong et al., 2016), ce qui suggere que les altérations
morphologiques ne sont pas un pré-requis pour les changements fonctionnels microgliaux.
Afin de caractériser le nombre de cellules et les changements morphologiques dans notre
modele, nous avons analysé un marquage fluorescent avec un anticorps anti-lbal dans les
régions CAL et gyrus denté. A cette fin, nous avons utilisé un plugin ImageJ personnalisé, qui
permet la quantification automatique du soma cellulaire dans un tissu en trois dimensions
(3D), de reconstruire les cellules en 3D et d’analyser leurs squelettes cellulaires de fagon

individuel (Figure 54C) (Plescher et al., 2018). Globalement, les paramétres morphologiques
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microgliaux, a savoir 1’index de ramification (une mesure de la complexité cellulaire), le
volume occupé (une mesure du volume de tissu surveillé par une cellule microgliale) et la
longueur de I’arbre dendritique total (une mesure de la complexité du squelette cellulaire) ne

sont pas significativement modifiés dans la région CAL (Figure 54D) ni dans le gyrus denté

(Figure 54E) entre les différents groupes.
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Figure 54 : La surexpression neuronale des A;aRs favorise D’activation d’une signature

transcriptomique microgliale particuliére dans I’hippocampe des souris Tau. (A) Carte de chaleur
(heatmap) représentant 1’enrichissement cellulaire relatif de chaque génes surexprimés dans une base
de données transcriptomiques issue de populations purifiées de neurones, astrocytes, cellules
précurseurs d’oligodendrocytes (OPC), d’oligodendrocytes nouvellement formées (NFO),
d’oligodendrocytes myélinisant (MO), de microglies et de cellules endothéliales (Zhang et al., 2014).
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L’enrichissement cellulaire relatif de chaque genes est donné en pourcentage de 1’expression la plus
haute. Parmi les genes surexprimés, 33 sont particulierement enrichis dans les cellules microgliales, ce
qui contraste avec le manque d’enrichissement neuronal. (B) Validation de géenes surexprimés dans le
séquencage de I’ARNm : Clga, Csflr et Trem2 par PCR quantitative sur un autre lot d’animaux.
#p<0,05 vs Tau en utilisant le test One-Way ANOVA suivi d’un test post-hoc HSD de Tukey. N = 6
14 par groupe. (F) Le nombre de cellules et la morphologie des cellules gliales ont été analysés par
immunofluorescence (anticorps anti-lbal), photographiés sur un microscope confocal puis quantifiés
avec un plugin ImageJ personnalisé. Une image représentative du marquage, de la reconstruction 3D,
de la visualisation du volume surveillé par chaque cellule microgliale et du squelette cellulaire dérivé
d’une cellule représentative dans une image confocale sont montrées. Echelle = 20 um. (C-E) La
quantification du nombre de cellules microgliales et les paramétres morphologiques n’a pas révélé de
différence significative entre les groupes de souris dans la CAL (D) ni dans le gyrus denté (E). N = 5-6
souris par genotype. Les résultats sont exprimés en moy + sem.
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Figure 55 : Neuroinflammation classique des souris Tau. Evaluation de marqueurs inflammatoires
classiguement retrouvés augmentés dans les souris THY-Tau22 (Laurent et al., 2017) par PCR
quantitative. N = 6-14 par groupe. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs WT en utilisant le test One-
Way ANOVA suivi d’un test post-hoc HSD de Tukey. Les résultats sont exprimés en moy + sem.

7. Evaluation de C1q et de I’intégrité synaptique des souris Tau/A2aRneur

De précédents travaux ont souligné I’implication de la protéine Clq dans les troubles
cognitifs liés a 1’age ainsi que la perte synaptique dans la maladie d’Alzheimer et les
tauopathies (Stephan et al., 2013; Hong et al., 2016; Dejanovic et al., 2018). Par ailleurs, nous
avons évalué I’expression génique de Clq et Trem2 dans les souris THY-Tau22 a différents
ages (3, 6 et 9 mois) et nous avons retrouvé une augmentation de C1qg aux alentours de 9
mois, dans 1’hippocampe (Figure 56A), a un age ou ces souris montrent des altérations
mnésiques majeures (Van der Jeugd et al., 2013; Laurent et al., 2016, 2017), associés a une

perte de densité des épines dendritiques (Burlot et al., 2015; Chatterjee et al., 2018). De
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surcroit, nous avons également montré que lors du blocage du A2aR par un antagoniste
sélectif, le MSX-3, qui diminue la pathologie tau et prévient les déficits mnésiques chez la
souris THY-Tau22 agée de 9 mois (Laurent et al., 2016), les niveaux de C1q et Trem2 sont
retrouvés a un niveau basal (Figure 56B ; Laurent et al., 2016). Aussi, C1qg est retrouvé
significativement augmenté dans les souris Tau/A2aRneur a 1’age de 6 mois par rapport aux
souris Tau (Figure 57A), avec une augmentation particulierement notable dans la couche
moléculaire du gyrus denté (fleche, Figure 57B et C), contrairement aux autres groupes — WT,
Az2aRneur €t Tau — chez lesquels C1q est inchangé. Par conséquent, ces observations suggérent
fortement que la surexpression neuronale du A2aR dans les souris THY-Tau22 conduit a un

phénotype anticipé.
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Figure 56 : Les 3 sous-unités de C1q ainsi que Trem2 sont augmentés chez les souris THY-Tau22
a partir de 9 mois et cet effet est aboli lorsque le A2aR est bloqué. (A) Expression génique par
gPCR des trois sous-unités fonctionnelles de 1I’hétérotrimére de la protéine du complément Clga,
Clgb, Clqc et Trem2 dans les souris WT et Tau a 3, 6 et 9 mois. N=4-10 par groupe. "p<0,05,
“*p<0,001 vs WT 9 mois en utilisant le test One-Way ANOVA suivi d’un test post-hoc HSD de
Tukey. (B) Effets du blocage du A;aR par un antagoniste sélectif, le MSX-3, chez des souris WT et
Tau a 9 mois sur I’expression des mémes marqueurs. N = 4-8 par groupe. ““p<0,001, vs WT H-O,
#p<0,05, #p<0,01 vs Tau H2O en utilisant le test One-Way ANOVA suivi d’un test post-hoc HSD de
Tukey. Les résultats sont exprimés en moy + sem.
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Ainsi, ’augmentation de C1q a été précédemment associée a une perte synaptique dans un
contexte de pathologie tau et de pathologie amyloide (Hong et al., 2016; Dejanovic et al.,
2018). En accord avec 1’augmentation particuliere de Clq dans le gyrus denté, nous avons
trouvé une atrophie significative dans cette région de 1’hippocampe dans les souris
Tau/A2aRneur (Figure 57D).
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Figure 57 : La surexpression neuronale du A;aR dans les souris Tau est associée a une
augmentation de Clq et a une atrophie de I’hippocampe. (A) L’augmentation de 1’expression de
C1q a été confirmée par PCR quantitative. #p<0,05 vs Tau en utilisant le test One-Way ANOVA suivi
d’un test post-hoc HSD de Tukey. N =6-14 par groupe. (B) Images représentatives d’un marquage
anti-C1q dans les quatres groupes expérimentaux par immunohistochimie. (C) La quantification du
marquage a confirmé une augmentation de C1q au niveau de I’hippocampe des souris Tau/AaRneur
mais pas dans les trois autres groupes. “#p<0,001 vs Tau en utilisant le test One-Way ANOVA suivi
d’un test post-hoc HSD de Tukey. N = 3-11 par groupe. (D) Des analyses morphométriques réalisées
sur ces coupesce ont révélé une atrophie de la CA1 et du gyrus denté chez les souris Tau/AzaRneur.
#p<0,05, #p<0,01 vs Tau en utilisant le test One-Way ANOVA suivi d’un test post-hoc HSD de
Tukey. N = 5-11 par groupe. Les résultats sont exprimés en moy + sem. Echelles = 500um.
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Afin  d’expliquer cette atrophie hippocampique, nous avons évalué par
immunofluorescence la densité synaptique dans le gyrus denté, qui est la zone de
I’hippocampe ou le Clq est le plus accumulé. Pour cela, nous avons utilisé des anticorps
dirigés contre des marqueurs présynaptiques de synapses inhibitrices (VGAT) et excitatrices
(VGLUT1) (Figure 58A). Ainsi, nous avons trouvé une diminution de la densité de synapses
glutamatergiques, marquées par VGLUT1, dans la couche moléculaire (Figure 58B) des
souris Tau/AzaRNeur. Le nombre de synapses immunoréactives pour VGAT n’est cependant
pas affecté (Figure 58C), suggérant une perte synaptique restreinte aux neurones
glutamatergiques des souris Tau/AzaRneuwr. ENfin, aucune perte de densité n’a été observée
dans le hile (Figure 58D). En définitive, ces données suggerent que la surexpression neuronale
du A2aR dans les souris THY-Tau22 conduit a une augmentation de C1q associée a une perte

de synapses glutamatergiques dans le gyrus denté.
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Figure 58 : La surexpression neuronale du A;aR dans les souris Tau est associé & une perte
synaptique. (A) Immunofluorescence pour un marqueur présynaptique excitateur (VGLUTL, en
rouge) et inhibiteur (VGAT, en vert). Echelle = 50 um & faible grossissement et 10 um a fort
grossissement. (B) Une diminution significative de la densité des synapses excitatrices VGLUT1" a
été observée dans la couche moléculaire du gyrus denté, mais pas dans le hile du gyrus denté (D).
Aucune différence n’a été observée au niveau de la densité de synapses inhibitrices VGAT™ (C).
#p<0,05 vs Tau en utilisant le test One-Way ANOVA suivi d’un test post-hoc HSD de Tukey. N=14-
16 images issues de 4 souris par groupe. Les résultats sont exprimés en moy + sem.

151




RESULTATS Partie | : Surexpression neuronale du récepteur A2A dans un modéle de tauopathie

8. Expression de C1q et A2aR dans trois tauopathies primaires

Afin d’établir un lien entre la pathologie tau, la surexpression du A2aR et C1g, nous avons
voulu vérifier dans plusieurs tauopathies si nous étions en mesure de voir une augmentation
commune du A2aR et de C1q. A cette fin, nous avons utilisé trois dégénérescences lobaires
fronto-temporales : une forme génétique FTLD-tau MAPT P301L (cf. Figure 43, page 132) et
deux formes sporadiques : la maladie de Pick (« Pick ») et la dégénérescence cortico-basale
(CBD). Dans le cerveau des patients atteints de FTLD-tau MAPT P301L, ou nous avons mis
en évidence une augmentation neuronale du A2aR, nous retrouvons egalement une
accumulation de protéines C1q (Figure 59). De la méme facon que chez les souris, nous avons
aussi été en mesure d’observer une augmentation d’expression de A2aR et de C1q dans le
cortex frontal des patients atteints de dégénérescence cortico-basale (Figure 60A) et de la
maladie de Pick (Figure 60B) par rapport aux sujets ages contréles. Nous retrouvons
également des variations d’expression de Trem2 dans le méme sens que le A2aR et C1q dans
ces deux maladies (Figure 60A et B). Dés lors, I’ensemble de ces données renforce le role
instrumental de la dysrégulation neuronale du AzaR comme promoteur d’une réponse

microgliale spécifique du C1q dans un contexte pathologique.
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Figure 59 : Augmentation de C1q dans le cortex temporal des patients avec une dégénérescence
lobaire fronto-temporale avec mutation MAPT P301L (FTLD-tau). L’analyse par
immunoempreinte dans le cortex des patients FTLD-tau et des sujets agés contrdles (CTRL) de la
Figure 43 révele une augmentation significative de Clq chez les patients FTLD-tau. **p<0,01 vs
CTRL en utilisant le test de Student. N = 3 par groupe.
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Figure 60 : Augmentation de I’expression de ADORA2A, C1Q et TREM2 dans le cortex frontal
de deux tauopathies primaires sporadiques : la démence corticobasale (CBD) et la maladie de
Pick (« Pick »). Evaluation par PCR quantitative de 1’expression de ADORA2A, C1QA, C1QB et
C1QC et TREM2 chez les patients atteints de la démence corticobasale (A) et de la maladie de Pick
(B). N=5-9 par groupe. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001 vs CTRL en utilisant le test de Student. Les
résultats sont exprimés en moy + sem.

9. Conclusion

En somme, cette étude a permis de démontrer que le AaR était augmenté dans les
tauopathies, en particulier au niveau des neurones présentant une pathologie tau. Par ailleurs,
cette augmentation du A2aR dans ce contexte jouerait un role dans le développement de la
pathologie tau et des troubles cognitifs associés, via une réponse microgliale dépendante du
Clg. Ce dernier, dans un tel contexte, contribuerait a induire une perte synaptique et
provoquer les déficits mnésiques. Dans cette optique, de nombreux travaux ont démontré que
la pathologie tau ou amyloide induisait une perte synaptique. Assurément, la pathologie
amyloide est suffisante pour augmenter le A2aR au niveau synaptique (Viana da Silva et al.,
2016), mais également de favoriser I’augmentation du C1q (Hong et al., 2016). Pour cela, afin
de déterminer si I’augmentation du A2aR dans un contexte de pathologie amyloide induit
également une augmentation de la réponse microgliale spécifique de C1g, nous avons induit

une surexpression neuronale du A2aR dans un modele de pathologie amyloide.
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Partie Il : Surexpression neuronale du récepteur Axa dans un

modele d’amyloidogénése

1. Caractérisation de I’expression du A>aR par approche AAV

Dans le but d’évaluer I’impact d’une augmentation neuronale du AzaR sur le
développement de la pathologie amyloide et des troubles cognitifs associés, j’ai pu au cours
de ma thése participer a la caractérisation de ce modeéle. Cette surexpression du AzaR a été
induite par un virus AAV2/5, exprimant la protéine transactivatrice tTA sous promoteur
chicken B-actin (CBA) (AAV2/5-CBA-tTA) (Figure 61A). Ce virus AAV a ensuite été injecté
de fagon bilatérale dans I’hippocampe des souris TRE-A2aR afin de permettre, via la protéine
tTA, D’expression du A2aR dans les neurones hippocampiques (Figure 61A et B). La
caractérisation de ce virus montre une haute sélectivit¢ de I’AAV pour les neurones. Trois
mois apres injection, I’expression du A2aR est relativement forte dans 1’hippocampe (Figure
61C) et spécifiqguement retrouvés dans les neurones (Figure 61D).

Afin de générer les animaux d’intéréts, nous avons utilisés les souris APPsw/PS1dE9, un
modele d’amyloidogénése, développant progressivement une pathologie amyloide corticale et
hippocampique associée a I’apparition de troubles cognitifs et une neuroinflammation
(Jankowsky et al., 2001, 2004; Faivre et al., 2018). Nous avons croisé ces souris
APPsw/PS1dE9 (« APP/PS1 ») avec les souris TRE/A2aR afin d’obtenir des animaux doubles
transgéniques APPsw/PS1dE9/TRE-A2aR (« APP/PS1/AzaRNeur ») €t leurs contrles de
portées WT, TRE-A2aR et APP/PSL1.

Les souris APP/PS1/TRE-A2aR ont été injectées a 1’age de 3 mois puis évaluées en
comportement a 1’age de 5-6 mois puis analysées a 6 mois. Les analyses suivantes ont été
faites chez les femelles uniquement, qui présentent une pathologie amyloide plus précoce que
les males (Wang et al., 2003; Jiao et al., 2016b). Dans ce méme modéle APP/PS1, il a été
montré que dés 6 mois, il y a une augmentation synaptique du A2aR (Viana da Silva et al.,
2016). Nous avons donc decidé d’induire cette surexpression a un age plus précoce, 3 mois,
afin de voir si cela a une conséquence sur 1’évolution de la pathologie amyloide et sur les

déficits cognitifs.
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Figure 61 : Caractérisation de la surexpression du AzaR induite par un virus adéno-associé
(AAV). (A) La surexpression du A2aR dans les neurones a été obtenue par I’injection d’un virus
adéno-associé avec le génome du sérotype 2 et de capside 5 (AAV2/5) permettant 1’expression de la
protéine transactivatrice tTA sous promoteur chicken B-actin (CBA) (AAV2/5-CBA-tTA-WPRE-
bGH). Le couplage entre ’AAV 2/5 et le promoteur CBA permet une expression du tTA
spécifiguement dans les neurones. La protéine tTA peut ensuite rejoindre son élément de réponse a la
tétracycline (TRE) et permettre 1’expression du A2aR dans les neurones (cf. Figure 44 pl134). (B)
L’AAV est injecté de fagon bilatérale par stéréotaxie sur animal anesthésié par kétamine et xylasine
dans I’hippocampe, aux coordonnées stéréotaxiques suivants : antéro-postérieur -2,5 mm ; médio-
latéral : -1 mm; dorso-ventral : -1,8 mm. Dans chaque hippocampe, 2 ul ont été injectés a une
concentration de 5.10°vg/ul.(C) L’injection d’AAV2/5-CBA-tTA n’induit pas de surexpression du
AzaR chez la souris WT. Cependant, injecté chez la souris TRE-AzaR, ’AAV induit une forte
expression du AzaR dans les neurones de 1’hippocampe, avec une diffusion limitée dans le cortex
adjacent. Echelle = 500um. (D) Différents co-marquages ont été réalisés par immunofluorescence avec
un marquage du AzaR (rouge) et un marquage neuronal (NeuN, vert), astrocytaire (GFAP, vert) ou
microglial (Ibal, vert) montrant la spécificité neuronale de la surexpression du A;aR dans les souris
AAV2/5-CBA-tTA/TRE-A2aR. Echelle = 20um.
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2. Evaluation comportementale des souris APP/PS1/A2aRNeur

Dans le but d’évaluer un effet de la surexpression précoce du A2aR sur les troubles
mneésiques induits par la pathologie amyloide dans le modele APP/PS1, nous avons évalué ces
animaux a I’age de 5-6 mois. A cet age, ces souris APP/PS1 ne présentent pas d’atteinte
mnésique notable, bien qu’elles présentent déja des déficits en termes de plasticité synaptique
(Viana da Silva et al., 2016). Au moyen du test d’actimétrie, aucune différence de locomotion
en termes de distance parcourue et de vélocité n’a été mise en évidence entre les quatres
groupes expérimentaux (Figure 62A et B). De la méme fagon, aucune différence n’a été
constatée lors du test du labyrinthe en croix surélevé, un test évaluant le comportement de
type anxieux (Figure 62C).

La mémoire spatiale a été ici évaluée par deux tests : le labyrinthe en Y et le labyrinthe de
Barnes. D’une part, dans le labyrinthe en Y, lors de la premiére phase, les animaux ont passé
le méme temps dans chacun des deux bras disponibles (données non montrées). Toutefois,
lors de la deuxiéme phase du test X heures aprés 1’apprentissage, les animaux WT, A2aRneur
et APP/PS1 montrent une préférence significative pour le nouveau bras par rapport aux deux
bras déja exploré lors de I’apprentissage (indice de discrimination) (Figure 62D). En
revanche, les souris APP/PS1/A2aRnewr N montrent aucune préférence pour aucun des bras,
témoignant d’une atteinte de leur mémoire spatiale. D’autre part, durant le labyrinthe de
Barnes, 1’ensemble des souris des différents groupes ont appris a retrouver le trou cible au fur
et a mesure des jours d’apprentissage (Figure 62E). Toutefois, on peut noter une différence
significative au dernier jour entre les souris WT et les souris APP/PS1 et APP/PS1/A2aRNeur,
les premiéres retrouvant le trou cible plus rapidement que les suivantes (Figure 62E). Le jour
de la phase de rétention, lorsque la boite d’échappement a été retirée — et a la maniére des
résustants dans le labyrinthe en Y — les souris WT, A2aR et APP/PS1 montrent une préférence
nette pour le quadrant cible (« T ») par rapport aux autres quadrants (« O ») (Figure 62F).
Néanmoins, les souris APP/PS1/A2aRneur Ne montrent pas de préférence pour aucun quadrant,

montrant la encore une altération de leur mémoire spatiale (Figure 62F).
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Figure 62 : La surexpression neuronale du AxaR favorise les déficits de mémoire spatial dans les
souris transgénique APPsw/PS1dE9. Les effets de la surexpression neuronale du AaR ont été
évalués sur D’activité spontanée, le comportement de type anxieux, l’apprentissage spatial et la
mémoire des souris APPsw/PS1dE9. (A-B) Aucun changement de ’activité locomotrice spontanée ou
de vélocité n’a été observé dans le test d’actimétrie. (C) Le comportement de type anxieux a été évalué
par le labyrinthe en croix surélevé. Les quatres groupes de souris passent tres peu de temps dans les
bras ouverts, d’avantage anxiogeéne, sans différence intergroupe. (D) L’évaluation par le labyrinthe en
Y a montré que les souris APP/PS1/AzaRneur ONt Une altération de leur mémoire spatiale contrairement
aux autres groupes. ***p<0,001 vs WT en utilisant le test One-Way ANOVA suivi d’un test post hoc
LSD de Fisher. (E) L’évaluation de la mémoire spatiale en utilisant le labyrinthe de Barnes a révélé
que tous les groupes d’animaux ont appris la position de la boite d’échappement au cours des quatre
jours d’apprentissage. Au 4°™ jour on peut noter que les souris sous fond génétique WT ont une
meilleure performance que les souris sous fonds génétique APP/PS1. *p<0,05 vs WT en utilisant le
test Two-Way ANOVA. (F) Durant la phase de rétention, les souris WT, A2aRneur €t Tau présentent
une préférence significative pour le quadrant cible, sans différence entre ces différents groupes.
Néanmois, les souris APP/PS1/AzaRneur N montre aucune préférence pour le quadrant cible (T) par
rapport aux autres quadrants (others, O), montrant une altération significative de leur mémoire
spatiale. ***p<0,001 vs quadrant cible T, ##p<0,001 vs quadrant cible T des souris APP/PS1 en
utilisant le test One-Way ANOVA suivi d’un test post hoc LSD de Fisher. N = 10-28 par groupe. Les
résultats sont exprimés en moy + sem.
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3. Evaluation biochimique d’Ap dans les souris APP/PS1/A2aARNeur

Afin d’expliquer I’apparition précoce des troubles cognitifs des APP/PS1/A2aRNeu NOUS
avons évalué la pathologie amyloide, qui est la cause des troubles cognitifs de ce modele.
Toutefois, nous n’avons pas mis en évidence de différence en termes de nombre et de taille de
plaques ni dans la quantité de peptides amyloides ABi-42 (la forme la plus toxique) ou Api-4o,
ni dans le ratio APi-42/AP1-40. Ces données préliminaires suggérent qu’il n’y a pas de
modification de la voie amyloidogénique induite par la surexpression neuronale du A2aR. Dés
lors, nous avons analysé une autre composante Iésionnelle de ces souris, la

neuroinflammation.
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Figure 63 : Analyse de la production et de ’agrégation des peptides amyloides Ap dans les souris
APP/TRE/AzaRNeur. (A) Image représentative de 1’immunohistochimie utilisant un anticorps 6E10
anti-Ap dans le cortex et ’hippocampe d’une souris APP/TRE/AzaRneur. (B) Distribution des plagues
amyloides classées par taille dans I’hippocampe. (C) Quantification par ELISA des niveaux de
peptides amyloides APi42 et APi4o ainsi que du ratio APi.42/AP140. N = 9-14 par groupe. Aucune
différence n’a été mise en évidence par le test One Way ANOVA suivi d’un test post hoc LSD de
fischer ou par test de Student (C). Les résultats sont exprimés en moy + sem.
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4. Evaluation de la neuroinflammation des souris APP/PS1/A2aRNeur

Nous avons voulu ensuite, a la fagcon de 1’étude sur les souris Tau, vérifier les niveaux
d’inflammation constitutive du mod¢le, mais également les marqueurs de la signature
microgliale retrouvée associée a I’augmentation neuronale du A2aR dans le modéle THY-
Tau22 (Clg, Trem2, Csflr). Comme attendu, nous avons observé une augmentation de
marqueurs inflammatoires classiques (Cd68, TIr2, Gfap, 1l1b, Ccl3 et Ccl4) chez les souris
APP/PS1 par rapport aux souris WT (Figure 64). Toutefois, la surexpression neuronale du
AxaR n’a pas modifié les niveaux d’expression de ces marqueurs, tant bien chez les WT que
chez les APP/PS1. De facon surprenante, aucun marqueur parmi ceux impliqués dans le
modele Tau/Az2aRneur n’est retrouvé augmenté dans le modele APP/PS1/A2aRNeur, SUggérant
que les déficits observés ne sont pas liés as un mécanisme similaire a celui que nous avons
observé dans un contexte de tauopathie Figure 65. Par ailleurs, un séquencage de ’ARNm n’a
pas non plus montré de modification significative dans I’expression du transcriptome entre les
souris APP/PS1 et APP/PS1/A2aRNeur (dONNées non montrées).
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Figure 64 : Evaluation de marqueurs inflammatoires classiquement retrouvés augmentés dans
les souris APPsw/PS1dE9 (Faivre et al.,, 2018) par PCR quantitative. N=9-15 par groupe.
**p<0,01, ***p<0,001 vs WT en utilisant le test One-Way ANOVA suivi d’un test post hoc LSD de
Fisher. Les résultats sont exprimés en moy * sem.
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Figure 65 : Evaluation de D’expression des génes microgliaux impliqués dans le modele
Tau/AzaRneur par PCR quantitative. N=9-15 par groupe. **p<0,01 vs WT en utilisant le test One-
Way ANOVA suivi d’un test post hoc LSD de Fisher. Les résultats sont exprimés en moy + sem.

5. Evaluation protétomique et  transcriptionnelle  des  souris
APP/PSl/AZARNeur

Afin d’évaluer ’impact de 1’augmentation neuronale du A>aR dans le modele APP/PS1,
nous avons réalisé une étude protéomique pour déterminer les quantités de chaques protéines
présentes dans ce modeéle. Nous avons trouvé un grand nombre de protéines modifiées de
facon quantitative dans I’hippocampe des souris APP/PS1/A2aRneur par rapport aux souris
APP/PS1 (Figure 66A et B). Ainsi, sur un ensemble de 177 protéines significativement
dysrégulées nous retrouvons 115 protéines sousexprimées et 62 protéines surexprimeées.
L’analyse par les outils DAVID et STRING révele que la fonction la plus dérégulée pour les
protéines surexprimées est associée aux exosomes extracellulaires et a la gaine de myéline
(Figure 67A et B), tandis que les protéines sousexprimées sont associées a la fonction
synaptique (Figure 67C et D).

Nous avons ensuite comparé ces resultats a ceux obtenus en transcriptomique. Ceux-ci ne
révélent aucune différence d’expression génique significative (Figure 66C). Toutefois, nous
avons voulu voir si les variations de protéines observées en protéomiques étaient le reflet de
variations transcriptomiques. A ce titre, nous avons donc comparé par carte de chaleur les
variations d’expression des génes des 177 protéines identifiées précédemment. De fagon
surprenante, il n’y a aucune corrélation entre les deux analyses, ce qui suggére que les
variations protéiques dans ce modele ne sont pas liées a des modifications de 1’expression

génique (Figure 66C).

6. Conclusion
Ce travail montre que la surexpression neuronale du A2aR favorise le développement de
troubles mnesiques dans les souris transgéniques developpant la pathologie tau ou amyloide.
Cependant, bien que les 2 modeles ménent a des remaniements synaptiques pathologiques, le
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mécanisme est différent. La ou tau médie une dégénérescence synaptique liée a la réactivation
du complément Clq, le récepteur A2aR dans un contexte de pathologie amyloide induit une
perte de marqueurs synaptiques dont 1’origine reste a déterminer. Cette diminution pourrait
impliquer une augmentation de la toxicité du peptide amyloide médiée par A2aR ou un
mécanisme non élucidé. Nous sommes actuellement entrain d’évaluer ces pistes, notamment
en validant les résultats de protéomiques et en investiguant, par des modeéles in vitro,

I’interaction entre AzaR et les oligomeres d’Ap.
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Figure 66 : Analyse protéomique et transcriptomique des souris APP/PS1 et APP/PS1/AzaRNeur-
(A) En protéomique, le volcano plot montre qu’un grand nombre de protéines sont différentiellement
régulées entre les APP/PS1 et APP/PS1/AzaRneur (p-adjusted value < 0,05 et Log2FoldChange > 0,32 ;
n=177). (B) La carte de chaleur montre une majorité de protéines dont les niveaux sont diminués chez
les APP/PS1/AzaRneur. (C) En transcriptomique, le volcano plot ne montre pas de différence entre les
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groupes APP/PS1 et APP/PS1/AzaRneur. (D) Une carte de chaleur a été généré pour les genes codants
les protéines modifiées en protéomique. Aucune différence n’est observée en transcriptomique,
suggérant que la perte protéique dans ce modele n’est pas due a une diminution d’expression génique.
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Figure 67 : L’analyse protéomique révele que les souris APP/PS1/AzaRneur présente une
diminution des niveaux de protéines impliqués au niveau synaptique. L’annotation fonctionnelle
des 99 protéines augmentées et des 177 protéines diminuées dans les souris APP/PS1/A2aRNeur VS
APP/PS1 a été réalisé sur le logiciel DAVID pour les GOTERM Cellular Component. L’analyse
révéle une association significative des protéines augmentées avec les exosomes extracellulaires et les
gaines de myéline (A) alors que les protéines diminuées sont associées a la synapse, aux jonctions
cellulaires, a la densité post-synaptique et aux dendrites (D). Il est a noter que 1’enrichissement des
protéines associés aux synapses sont nettement plus significatifs que ceux lié aux exosomes ou aux
gaines de myéline (Benjamini p-value). Les intéractions protéiques connues et putatives des génes ont
été analysées par la base de données en ligne STRING pour les 99 protéines augmentées (C) et pour
les 177 protéines diminuées (D) dans les souris APP/PS1/AzaRneur. Cette analyse révéle un important
regroupement de protéines diminuées liées aux synapses (D, en vert) et augmentées liées aux gaines de
myéline (C, en rouge).
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Partie I11 : Surexpression astrocytaire du A2a dans un modele in

vitro

Le deuxiéeme axe de ma thése a été d’évaluer les conséquences de la dysrégulation
astrocytaire du A2aR, d’une part, dans un modele in vitro de cultures primaires d’astrocytes,
et d’autre part, in vivo, dans les souris THY-Tau22. Les résultats de la partie III ont fait 1’objet

d’une publication, : Paiva*, Carvalho*, et al., Glia 2019.

1. Caractérisation de la surexpression astrocytaire du A2aR

Afin de comprendre I’impact de la surexpression astrocytaire du A2aR, nous avons utilisé
des cultures primaires d’astrocytes infectées avec des lentivirus codant soit pour le AaR
murin soit pour la GFP, comme contrdle. Nous avons tout d’abord réalisé une
immunocytochimie des cellules non infectées afin d’évaluer la pureté relative de la culture
primaire. Nous avons observé un grand nombre d’astrocytes: 79% de cellules GFAP*
(marqueur astrocytaire standard), 14% de cellules Ibal+ (marqueur microglial), 0% de cellules
NeuN* et 2,6% de cellules B-tubulin 11l (marqueurs neuronaux), 0,42% de cellules MBP* et
0% de cellules 04" (marqueurs oligodendrocytaires) et 0% de cellules CD31" (marqueur
endothélial) (Figure 68A-G). Le pourcentage de cellules totales infectées est de 72%,
suggérant ainsi que la majorité des cellules infectées sont des astrocytes.

Nous avons confirmé la surexpression du A2aR via gPCR, western blot et
immunohistochimie (Figure 69). En s’appuyant sur des images a trés fort grossissement nous
avons été en mesure de comparer la localisation cellulaire des A2aRs en condition contrdle
(astrocytes surexprimant la GFP) et en condition de surexpression astrocytaire du AzaR
(Figure 69A-H). Dans les cellules contréles, le A2aR endogéne est localisé a la membrane de
facon prédominante, avec un marquage typique de récepteurs membranaires en formes de
points (« puncta ») (Figure 69A-D). Tandis que dans cellules surexprimant le A2aR, le A2aR
est retrouvé a la fois au niveau membranaire et dans le cytoplasme (Figure 69E-H). Au niveau
morphologique, nous n’avons pas mis en évidence d’altération évidente liée a la surexpression
du A2aR. Bien que la surexpression astrocytaire du A>aR ne module pas 1’expression de la
GFAP (Figure 691 et J), nous avons observé une augmentation significative du niveau de
vimentine (Vim) (Figure 69K). Le test de viabilité, basé sur la libération d’adénylate kinase
dans le milieu, montre une modeste augmentation de la toxicité dans les astrocytes

surexprimant le A2aR (Figure 69L). Enfin, nous avons évalué le métabolisme cellulaire par un
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test au MTT et n’avons pas mis en évidence de différence entre les deux conditions

expérimentales (Figure 69L).
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Figure 68 : Caractérisation des cultures primaires d'astrocytes. Immunofluorescence des cultures
primaires d’astrocytes issues de souris avec des anticorps dirigés contre un marqueur astrocytaire
(GFAP, A-F), deux marqueurs neuronaux (Tubuline-B-111 et NeuN, A-B), deux marqueurs
d’oligodendrocytes (MBP et O4, C-D), un marqueur microglial (Ibal, E) et un marqueur endothélial
(CD31, F). Les noyaux ont été marqué avec du DAPI (bleu). (G) Le pourcentage d’enrichissement de
chaque population cellulaire a été obtenu en faisant un ratio entre le nombre de cellules marquées
divisé par le nombre de cellules totales (DAPI). Le marqueur astrocytaire montre un enrichissement
important, avec 79% de cellules GFAP™. Echelle = 120 um.
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Figure 69 : Caractérisation de la surexpression du AzaR en culture primaire d'astrocytes. (A-H)
Images d’immunofluorescences représentatives d’astrocytes surexprimant soit la GFP (A-D) soit le
AzaR (E-H). Le AzaR surexprimé est représenté en rouge (A-H), la GFP (A-D) et la GFAP (E-H) sont
représentées en vert. Echelle = 20 pum (faible grossissement) ou 10 pum (fort grossissement).
Immunoempreinte (I) et PCR quantitative (J) confirmant la surexpression du AzaR par lentivirus dans
les astrocytes. L’expression du marqueur GFAP n’est pas modifié lors de la surexpression astrocytaire
du AzaR (I, K). L’expression de la vimentine est augmentée dans les astrocytes surexprimant le AzaR
(K). Les analyses par toxilight basé sur la libération d’adénylate kinase dans le milieu et le test au
MTT ont été utilisé pour vérifier la viabilité cellulaire ainsi que leur métabolisme, respectivement.
*p<0,05, ***p<0,001 vs Control en utilisant le test de Student. N = 4-5/groupe.
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2. Evaluation transcriptomique de la surexpression astocytaire du A2aR

Nous avons ensuite identifié les modifications transcriptomiques induites par la
surexpression astrocytaire du Az;aR. A cette fin, nous avons réalisé un séquencage de I’ARN
dans des cultures primaires d’astrocytes surexprimant le A>aR ou la GFP (notre contrdle).
L’analyse de principal composant (PCA) basée sur les données du séquencage de I’ARN
montre une séparation claire entre les deux groupes expérimentaux (Figure 70A). La
surexpression du A2aR (Adora2a) a été confirmée par le séquencage avec un
log2FoldChange=4,9 entre les astrocytes surexprimant le A>aR et le groupe contréle. Un
graphique MA, représentant le log ratio (M) et le mean average (A), révéle une dysrégulation
transcriptionnelle robuste associée a 1’expression astrocytaire du A2aR (Figure 70B). Une
carte de chaleur (« heatmap ») confirme également une régulation différentielle des génes
exprimes entre les astrocytes surexprimant le A2aR et les controles (Figure 70C). En utilisant
une p-adjusted value stringente <0,01, nous retrouvons 432 geénes significativement modifiés.
Parmi eux, 186 ont une expression augmentée et 246 une expression diminuée. L’analyse
différentielle révele que les 2 génes dont I’expression est la plus augmentée, apres le A2aR,
sont la secretogranin IlI/Chromogranin C (Scg2) (log2FoldChange =4,39) et I'IlIB
(log2FoldChange =2,40). A contrario, le géne dont 1’expression est la plus diminuée, la
lipoprotein lipase (Lpl), n’a qu’un log2FoldChange =-1,00. De fagon intéressante, la
lipocalin-2 (Lcn2), un marqueur inflammatoire précédemment associé a la maladie
d’Alzheimer (Naudé et al., 2012), est retrouvé significativement augmenté (log2FoldChange
=1,56).
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Figure 70 : La surexpression du AxaRasr induit une large dysrégulation transcriptionnelle. (A)
L’analyse de composante principale (PCA) révéle que les groupes GFPasy €t A2aRasw Ont une réponse
transcriptionnelle différente. (B) Un volcano plot a été généré a partir des données d’expression
différentielle des genes entre les deux groupes GFPasr et A2aRas. Le log2FoldChange pour chaque
geéne a été placé sur ’axe x et la valeur p-ajustée a été placé sur I’axe y. Chaque point représente un
géne et les génes avec une p-adjusted value < 0,01 ont été mis en rouge. (C) La carte de chaleur
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montre que les génes différentiellement exprimé entre les A;aRasr et GFPasr. Les couleurs chaudes
représentent les genes dont I’expression est augmentée et les couleurs froides représentes les génes
dont I’expression est diminuée. La carte de chaleur a été générée en montrant les génes dont le
log2FoldChange > 0,25, la moyenne de base > 25,00 et la p-adjusted value < 0,05.

Afin d’évaluer les voies moléculaires affectées par la surexpression du AaR dans les
astrocytes, nous avons realisé une analyse de voies (« pathway analyses ») en utilisant le
logiciel en ligne ToppGene. En utilisant un seuil a p-adjusted value < 0,01 pour les genes
significativement dérégulés, nous avons identifiés plusieurs voies impactées. De plus, la
surexpression du AxaR impacte des genes impliqués dans I’activation et la migration
cellulaire, ainsi que la réponse immunitaire et 1’angiogenese (Figure 71A). Nous avons
ensuite séparé les genes dont I’expression était augmentée de ceux dont I’expression était
diminuée. Les processus liés a la réponse immunitaire et a 1’activation cellulaires sont plutot
associés aux genes sous-exprimés (Figure 71B) alors que I’angiogenése est principalement
liée aux genes surexprimés (Figure 71C).

Nous avons également comparé nos résultats avec une base de données disponible
publiguement de génes liés a la réactivité astrocytaire (Liddelow et al., 2017). Nos résultats
montrent que 10 marqueurs d’astrocytes réactifs sont d’avantage exprimé dans les astrocytes
surexprimant le A2aR par rapport aux astrocytes contréles : cing genes sont associes a la
réactivité globale (« pan reactive ») (Osmr, Lcn2, S1pr3, Timpl, Steap4), deux associés a un
état neurotoxique Al (FbIn5, Srgn) et quatre a un état neuroprotecteur A2 (Cd14, Ptgs2, Ptx3,
Tgml) (Zamanian et al., 2012). Les marqueurs Al sont particulierement liés aux processus
neurodégenératifs (Liddelow et al., 2017). Nous avons ensuite utilisé les récentes données
transcriptomiques astrocytaire liées au vieillissement physiologique et avons retrouvés 12
génes d’avantage exprimés a la fois durant la surexpression du AzaR et durant le
vieillissement (Clarke et al., 2018). Enfin, nous avons comparé nos résultats aux récentes
données de transcriptome sur cellule unique (« single-cell ») issues de cerveaux post-mortem
de patients atteints de la maladie d’Alzheimer, ou nous avons identifiés 2 geénes SOus-
exprimés a la fois dans ces astrocytes mais egalement dans nos astrocytes surexprimant le

AxaR : le récepteur tyrosine kinase Mertk et Cryl1 (Mathys et al., 2019).
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Figure 71 Les processus biologiques associés au AzaRaswr. Analyse par le logiciel ToppGene
montrant les processus biologiques associés a 1’ensemble des génes dérégulés (p-adjusted value <
0,01) (A) ou spécifiquement des genes surexprimés (D) ou sous-exprimés (E).

168




RESULTATS Partie I11 ; Surexpression astrocytaire du A2A dans un modeéle in vitro

— |
?::31 168 3122°/ 191
Zswimé atsl s AL Osmr -
Apod 1 (e} |_CN2
Fosl2 8 03% 10 5.1 Pr3 | Pan reactive
Nr4a2 2.1% 2.6% Limpi
Ndrg1 Steap4|
Dkk3 Fbin5 s
Robo1 4188°/ Srgn A1 specific
Gfra1 s Cd14 ]
Ptgs2
Fzdi Ptgs A2 specific
Tgm1

Figure 72 : La surexpression du A2aR astrocytaire induit ’augmentation d’expression de génes
liés au vieillissemet et a la réactivité astrocytaire. Un diagramme de Venn montre les génes
communs surexprimés entre les AzaRastr, les astrocytes durant le vieillissement et les astrocytes
réactifs. Les données issues du transcriptome d’astrocytes (cortex et hippocampe) durant le
vieillissement a été obtenu de (Clarke et al., 2018) ; et les données issues du transcriptome des
astrocytes réactif a été obtenu de (Liddelow et al., 2017). Les différents types de réactivité astrocytes
(pan réactifs, Al et A2 ont été classifiés dans I’article de (Zamanian et al., 2012). La réactivation
spécifique Al est trés associé¢ avec les maladies neurodégénératives, tels que la maladie d’Alzheimer
(Liddelow et al., 2017).

3. Evaluation des genes dérégules par la surexpression astocytaire du A2aR

Afin d’analyser les fonctions des geénes dont 1’expression est affectée par la surexpression
astrocytaire des AxaRs, nous avons sélectionnés les 50 genes dont la modification de
I’expression est la plus significative (sur- et sous-exprimés, valeur p-adj). En utilisant la base
de données de réseaux protéiques STRING, nous avons trouvé une forte interaction entre 23
des 50 genes, incluant Adora2a. De facon intéressante, ce réseau est également formé de
plusieurs génes trés fortement surexprimés tels que I11p, Len2 et Chitinase 3 Like 1 (Chi3l1).
Ces geénes pro-inflammatoires ont été précédemment liés a la maladie d’Alzheimer (Shaftel et
al., 2008; Naudé et al., 2012; Querol-Vilaseca et al., 2017). De plus, parmi les 27 autres
genes, le Solute Carrier Family 7 Member 11 (Sic7all) et la Scg2 sont également trés
fortement surexprimés.

Ensuite, afin de valider le séquengage de I’ARN, nous avons réalis¢ des qPCR pour Scg2,
1118, Chi3l1l et Slc7all dans les astrocytes surexprimant le A2aR et leurs contrdles. Comme
attendu, nous observons une forte augmentation de tous ces genes en qPCR. Scg2 etant une
protéine neurosécrétée et dérégulée dans plusieurs modeles de la maladie d’Alzheimer (Saura

et al., 2015), et servant de marqueur prédictif de la progression de la maladie (Spellman et al.,
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2015), nous avons d’avantage exploré son niveau d’expression au niveau protéique. Nous
retrouvons une forte augmentation d’expression de Scg2 dans les astrocytes surexprimant le
AoaR.
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Figure 73 : Le AxaR astrocytaire dérégule I’expression des génes associés a la sécrétion et
I’inflammation. (A) Une analyse des réseaux protéiques par le logiciel STRING des 50 genes les plus
dérégulés, déterminé par la plus grande p-adjusted value, révele une forte intéraction entre 23 génes,
inclus Adora2a (cercle bleu). (B) Les genes les plus dérégulés, Scg2 (cercle rouge), Il1b (cercle
violet), Chi3I1 (cercle orange) et Slc7all (cercle noir) ont été sélectionnés pour une validation en
gPCR. (C) Quantification des immuoempreintes montrent une forte augmentation de la protéine SCH2
dans les AzaRasr. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs Control en utilisant le test de Student. N = 5-7
par groupe.
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4. Evaluation du blocage des A2aR astrocytaires surexprimés

Compte-tenu de I’impact transcriptomique de la surexpression astrocytaire du A2aR, nous
nous sommes demandés si le blocage sélectif du A2aR, en utilisant le SCH 58261, était en
mesure de restaurer la dysrégulation d’expression génique retrouvée dans les astrocytes
surexprimant le AxaR. De fagon trés intéressante, nous avons observé que 1’expression du
marqueur pro-inflammatoire I11p ainsi que de I’anti-transporter cystine-glutamate Slc7all,
tout deux retrouveés surexprimes dans les astrocytes surexprimant le A2aR, était restaurée suite
au traitement avec le SCH58261. Ce dernier restaure également le niveau basal d’expression
de la vimentine. Par opposition, le traitement avec le SCH 58261 n’a eu aucun impact sur la
surexpression de la Scg2 et de Chi3l1 liés a la surexpression astrocytaire du AzaR. Ainsi, le
blocage du A2aR par un antagoniste restaure les effets transcriptionnels liees a la
surexpression astrocytaire du AzaR sur plusieurs génes impliqués dans I’inflammation,

I’antitransport de cystine-glutamate et la réactivation astrocytaire.
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Figure 74 : Le blocage du A:aR par le SCH 58261 restaure les niveaux d’expression d’Il1b,
Slc7all et Vim dans les AzaRastr. (A) Résultats de qPCR montrant les niveaux d’expression d’Il1b,
Slc7all, Vim, Scg2 et Chi3l1. *p<0,05, ***p<0,001 vs Control, “*p<0,001 vs Control SCH 58261 en
utilisant un One-Way ANOVA suivi d’un test post hoc LSD de Fisher. N= 3-7 par groupe.
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5. Conclusion

Les récepteurs Aza sont des modulateurs de nombreux processus physiologiques essentiels
a I’homéostasie cérébrale et a la modulation fine du fonctionnement synaptique. Dans
certaines maladies neurodégénératives, notamment la maladie d’Alzheimer, I’expression des
AxaRs est augmentée de facon pathologique dans les neurones mais aussi dans les astrocytes.
Dans ce contexte, I'utilisation d’inhibiteurs des A2aRS, capables de normaliser la fonction
altérée de ces récepteurs, constitue une stratégie thérapeutique potentielle. Cependant,
I’impact des altérations des A2aRS, plus particulierement dans les astrocytes, est encore mal
compris. Dans cette étude, nous avons exploré 1’effet d’une surexpression du A2aR au niveau
transcriptomique dans des cultures primaires d’astrocytes. En analysant le transcriptome
global, nous avons trouvé que la surexpression des A>aRs induit une modification robuste du
transcriptome, en touchant particulierement des genes liés a la réponse immunitaire,
I’angiogenese et les génes d’activation cellulaire. De fagon importante, nous avons observé
que le traitement avec un antagoniste sélectif du A>aR, le SCH 58261, restaure les niveaux
d’expression de plusieurs genes liés a I’inflammation et 1’activation astrocytaire, tels
I’interleukin-1beta (I11p) et la vimentine (Vim). Ces résultats supportent 1’idée que le blocage
du A2aR est capable de restaurer certaines fonctions altérées lors de 1’expression anormale du
AR dans les astrocytes.

Enfin, nous avons profité du modele de surexpression conditionnelle du A2aR pour induire
une augmentation du A2aR spécifiqguement dans les astrocytes des souris THY-Tau22 et ainsi
mieux comprendre les conséquences d’une telle dysrégulation sur la progression de la

pathologie tau et des troubles associés.
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Partie IV : Surexpression astrocytaire du Ax>a dans un modele de

tauopathie

1. Caracterisation de la surexpression astrocytaire dans un modele murin

Dans le but d’évaluer I’impact d’une augmentation astrocytaire du AzaR sur le
développement de la pathologie tau et des troubles cognitifs associés, nous avons utilisé le
modele développé dans la partie | (Figure 44A). Cette augmentation astrocytaire du A2aR est
obtenue par le croisement d’une nouvelle lignée de souris possédant le transgéne A2aR murin
sous contrble d’un élément de réponse (Tet-responsive element, lignée TRE-A2aR) avec un
modele transgénique exprimant une protéine transactivatrice tTA (tetracycline-controlled
transactivator protein) sous le promoteur astrocytaire GFAP (lignée GFAP-tTA ; Figure
75A). Afin d’éviter tout effet pendant la période critique du développement périnatal,
I’expression du transgéne du AzaR est bloquée, de 1’accouplement jusqu’au sevrage des
souriceaux (28°™ jour aprés la naissance, P28) par un traitement a la doxycycline (Dox). Cing
mois apres le retrait de la doxycycline une expression astrocytaire du A2aR est détectée dans
I’hippocampe, notre région d’intérét (Figure 75B).

Afin de s’assurer de la spécificité cellulaire de la surexpression du A2aR induite par le
systéme transgénique, nous avons réalisés différents co-marquages par immunofluorescence
en utilisant des anticorps dirigés contre des marqueurs de neurones (NeuN), de cellules
microgliales (Ibal) et d’astrocytes (GFAP, S1008). Ces résultats montrent que la
surexpression du A2aR dans I’hippocampe est limitée exclusivement aux astrocytes (Figure
75C).
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Figure 75 : Caractérisation de la surexpression du Az;aR dans le modele transgénique
conditionnel GFAP-tTA/TRE-A2aR. (A) La surexpression conditionnelle du AzaR dans les
astrocytes est obtenue par le croisement de la lignée de souris GFAP-tTA, produisant la protéine
transactivatrice de la tétracycline tTA sous controle d’un promoteur astrocytaire (GFAP), avec la
lignée de souris TRE-AzxaR (cf. Résultats partie 1). (B) Immunofluorescence représentative de la
densité du AzaR a 6 mois apreés retrait de la doxycycline a P28. (C) Différents co-marquages ont été
réalisés par immunofluorescence avec un marquage du AzaR (rouge) et un marquage neuronal (NeuN,
vert), microglial (Ibal, vert) ou astrocytaire (GFAP et S100p, vert), montrant la spécificité astrocytaire
du AzaR surexprimé. Le DAPI (bleu) marque les noyaux cellulaires. Echelles = 250 um (B) et 20 um

(©).

2. Evaluation comportementale

Dans un premier temps, les animaux &gés de 5 mois ont été évalués dans un test
d’actimétrie, de fagon a s’assurer que I’activité spontanée, la locomotion et 1’exploration des
animaux ne sont pas altérées par la surexpression du A2aR astrocytaire ou la pathologie tau.
Nous n’avons pas mis en ¢évidence de différence entre les groupes en termes de distance
parcourue ou de vélocité (Figure 76A et 6B). Les animaux ont ensuite été évalués dans le test
du labyrinthe en croix surélevé, permettant de mesurer I’anxiété des animaux. Comme
attendu, les souris tau passent plus de temps dans le bras ouvert, ce qui est considéré comme
une désinhibition chez ce modele. Cependant, la surexpression astrocytaire du A2aR prévient
I’apparition de ce phénotype (Figure 76C). Ensuite, afin d’évaluer les éventuels déficits
mnésiques induits par la surexpression astrocytaire du A2aR, les animaux ont été évalués dans
le labyrinthe de Barnes. Aucune différence n’est mise en évidence entre les différents

groupes, méme si au 4éme jour les souris Tau et Tau/A2aRastr semblent légérement moins
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performantes (Figure 76D). Lors de la phase de rétention, dans laquelle la boite
d’échappement a été retiré, les souris Tau/AzaRastr passent significativement moins de temps
que les autres groupes dans le quadrant cible, a savoir la partie ou se trouvait le trou cible
(Figure 76E). La latence, correspondant au temps nécessaire a I’animal pour retrouver le trou
cible, a également été évaluée : les souris tau semblent plus lentes a se rappeler
I’emplacement du trou cible par rapport aux souris controles. Les souris Tau/AxaRastr mettent
quant a elles significativement plus de temps que les souris Tau a retrouver le trou cible
(Figure 76F). Ces premiers résultats montrent que la surexpression astrocytaire du AzaR

aggrave le phénotype mnésique observe des souris Tau.
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Figure 76 La surexpression astrocytaire du A;aR favorise les déficits de mémoire spatiale dans
les souris transgéniques THY-Tau22. Les effets de la surexpression astrocytaire du A,aR ont été
¢évalués sur Dactivité spontanée, le comportement de type anxieux, I’apprentissage et la mémoire
spatiale des souris THY-Tau22. (A-B) Aucun changement de I’activité locomotrice spontanée ou de
vélocité n’a été observé dans le test d’actimétrie. (C) Le comportement de type ancieux a été évalué
par le labyrinthe en croix surélevé. Comme attendu, les souris Tau ont passé plus de temps dans le bras
ouvert que les souris WT. Cependant, les souris Tau/AzaRasr passent moins de temps que ces
dernieres dans les bras ouverts, suggérant que la surexpression du A;aR astrocytaire a modifié le
phénotype de désinhibition des souris THY-Tau22. (D) L’évaluation de la mémoire spatiale en
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utilisant le labyrinthe de Barnes a révélé que tous les groupes d’animaux ont appris la position de la
boite d’échappement au cours des quatres jours d’apprentissage. Toutefois, au 4°™ jour les groupes
Tau et Tau/AzaRastr réalisent une moine bonne performance que les souris WT. (E) Durant la phase de
rétention, les souris Tau/A2aRasr Ne montrent pas de préférence pour le quadrant cible par rapport aux
autres quadrants, ce qui démontre une altération significative de leurs capacités mnésiques. (F) En
accord avec la perte de mémoire, la latence correspondant au temps que les souris mettent pour
rejoindre le trou cible est significativement augmentée chez les souris Tau/AzaRasw par rapport aux
souris Tau. Ces derniéres mettent également plus de temps a rejoindre le trou cible que les souris WT,
dénotant également une altération mnésique. N = 14-22 par groupe. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
vs WT, #p<0.05, #p<0.001 vs Tau, °p<0.05, *°p<0.01, °°°p<0.001 vs quadrant cible en utilisant le test
Two-Way ANOVA et One-Way ANOVA suivi d’un test post hoc LSD de Fisher. Les résultats sont
exprimés en moyenne + sem.

3. Evaluation biochimique

Afin d’expliquer D’aggravation des déficits mnésiques observés chez les souris
GFAP-tTa/TRE-A2aR/THY-Tau22, nous avons ensuite étudié 1I’impact de la dysrégulation
astrocytaires des A2aR sur la phosphorylation et I'agrégation de la protéine tau. Nous avons
¢valué dans un premier temps ’effet de cette surexpression astrocytaire du A2AR sur le
niveau global de phosphorylation hippocampique de la protéine tau. Comme attendu, les
souris Tau présentent un profil caractéristique avec plusieurs isovariants s’étalant de la région
basique (point isoélectrique pl=11) a la région acide (pl=3), qui sont le reflet de différents
états de phosphorylation de Tau (Figure 77A). Chez les souris Tau/A2aRastr, les résultats
mettent en évidence un profil de migration de la protéine tau davantage orienté vers la région
acide, suggérant une augmentation globale de sa phosphorylation (Figure 77A). Aprés avoir
vérifié que I’expression totale de la protéine tau humaine mutée était inchangee (données non
montrées), nous avons analysé des sites de phosphorylations physiologiques (retrouvés
phosphorylés dans le tissu sain et hyperphosphorylés chez les patient Alzheimer) et des sites
pathologiques (phosphorylation retrouvée uniquement dans le tissu pathologique). Les
résultats montrent une augmentation de phosphorylation des épitopes pSer396 et pSer404
chez les souris Tau/A2aRAastr par rapport aux souris Tau (Figure 77B). De plus, I’augmentation
de phosphorylation de 1’épitope pThr212/Ser214 suggere une augmentation des DNFs (Figure
77B). Afin de vérifier I’étendue des DNF, nous avons utilisé I’anticorps MC1 qui reconnait
également un épitope conformationnel de tau. L’analyse immunohistochimique montre que la
surface hippocampique marquée par MC1 apparait significativement plus importante chez les
souris Tau/AzaRasrr par rapport aux souris Tau (Figure 77C). Ces résultats montrent une

aggravation de la pathologie tau chez les souris Tau/A2aRast par rapport aux souris Tau.
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Figure 77 Evaluation de la phosphorylation et de I’agrégation de tau dans les souris
Tau/AzaRastr. (A) Le profil électrophorétique de la protéine tau humaine totale (anticorps anti-tau C-
ter) révele, dans les souris Tau/Az2aRasy, Une augmentation des isovariants de tau a point isoélectrique
acide (fleche) par rapport aux souris Tau. (B) Quantification de la phosphorylation de tau sur les
épitopes Thr181, Ser199, Ser212/Thr214 (AT100), Ser396, Ser404 et Ser422 dans les souris Tau et
Tau/AzaRas.  Les analyses révelent une augmentation de phosphorylation sur les sites
Ser212/Thr214Ser, 396, Ser404 et Ser422. N =6-7 par groupe. (C) Le marquage de la tau
conformationnelle par 1’anticorps MC1 dans les souris Tau et Tau/AzaRastr montre une augmentation
des formes de tau mal conformées dans le groupe Tau/AzaRast. N = 5-11 par groupe. *p<0,05 vs Tau
en utilisant le test de Student. Echelle = 500 um. Les résultats sont exprimés en moy + sem.
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Afin de mieux comprendre 1’augmentation de pathologie tau, et en particulier
I’augmentation de phosphorylation, nous avons étudier 1’expression protéique et 1’état de
phosphorylation de plusieurs kinases de Tau. Parmi les différentes kinases et phosphatases
évaluées, nous avons retrouvé une augmentation d’expression de GSK3p et de P38 (Figure
78). Aucune différence au niveau des phosphatases n’a été mis en évidence. Ainsi, il semble
que la surexpression astrocytaire du A2aR favorise 1’augmentation de différentes kinases de

tau, pouvant expliquer I’augmentation de phosphorylation de tau.
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Figure 78. Evaluation de I’expression des kinases dans les souris Tau/A;aRasr. Quantification des
protéines par immuno-empreinte des kinases de tau (GSK3p, ERK, p38 et AKT). N = 6-7 par groupe.
#p<0,05, #p<0,01 vs Tau en utilisant le test de Student. Les résultats sont exprimés en moyenne + sem.

4. Evaluation de la neuroinflammation associée a tau

La pathologie tau est associée avec le développement d’une neuro-inflammation
parenchymateuse (Bellucci et al., 2004; Yoshiyama et al., 2007), retrouvée chez les souris
THY-Tau22 (Laurent et al., 2016, 2017). Nous avons donc évalué dans notre modele, par
PCR quantitative, I’expression relative de plusieurs geénes de I’immunité innée connus pour
étre dérégulés dans ce modeéle.

On retrouve chez les souris Tau une augmentation d’expression de plusieurs cytokines pro-
inflammatoires (CCL3, CCL4) ainsi que de récepteurs inflammatoires (Clec7a, Itgax) (Figure
79A). De facon intéressante, ces marqueurs sont davantage augmentés chez les souris
Tau/AzaRastr. L’expression des marqueurs d’activation gliale (GFAP, CD68) ne sont pas
modifiés a I’age de 6 mois dans ces souris. Etant donné la nature majoritairement microgliale
de ces marqueurs, nous avons étudi¢é I’état d’activation de la microglie par
immunohistochimie en utilisant un anticorps dirigé contre la protéine Ibal. Ce marquage
apparait plus important dans les souris AzaRastr et Tau/AzaRastr, suggérant un changement
phénotypique de ces cellules microgliales en lien avec la surexpression du A2aR astrocytaire
(Figure 79B).
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Figure 79: Neuro-inflammation classique des souris Tau. Evaluation des marqueurs

inflammatoires classiquement retrouvés augmentés dans les souris THY-Tau22 (Laurent et al., 2017)
par gPCR. N = 6-11 par groupe. (B) Images représentatives d’un marquage anti-Ibal dans les quatres
groupes expérimentaux par immunohistochimie. La quantification du marquage a montré une
augmentation d’Ibal dans les deux groupes AzaRasr et Tau/AzaRasy. N = 8-11 par groupe. *p<0,05,
**p<0,01 vs. WT, #*p<0,05 vs Tau en utilisant le test One-Way ANOVA suivi d’un test post-test LSD
de Fisher. Les résultats sont exprimés en moy + sem.
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5. Conclusion

Grace a cette étude préliminaire, nous avons tenté de comprendre 1’influence de
I’augmentation astrocytaire du AzaR dans les astrocytes de souris développant une pathologie
tau progressive associé a des déficits mnésiques. Nous avons montré que la surexpression
astrocytaire du AzaR favorise 1’hyperphosphorylation de tau. Cet effet est associé a une
agravation des déficits mnésiques des souris Tau ainsi qu’a une exacerbation du phénotype
inflammatoire. Le mécanisme par lequel le A2aR astrocytaire est en mesure d’agraver ces
différents aspects n’est pas encore déterminé. Notre hypothése principal repose sur son role de
contrOle de la recapture de glutamate (Matos et al., 2012a, 2013). Afin d’explorer cette piste,
nous allons réaliser une microdialyse afin de déterminer le contenu en glutamate et GABA
dans le parenchyme cérébral. Par ailleurs, les conséquences de cette surexpression astrocytaire
sont bien distinctes de celles de la surexpression neuronale dans le contexte tau. Ces résultats
renforcent I’intérét thérapeutique du A2aR dans le contexte des tauopathies.

180



DISCUSSION

DISCUSSION

1. Expression du A2aR dans la maladie d’Alzheimer

L augmentation des récepteurs Axa dans les tauopathies a été observée pour la premiére
fois dans 1’étude d’Albasanz et al., mettant en évidence une augmentation protéique du A2aR
dans le cortex frontal de patients atteints de la maladie de Pick (Albasanz et al., 2006) puis
dans la maladie d’Alzheimer (Albasanz et al., 2008). Plus récemment, 1’accumulation
neuronale et synaptique des récepteurs AxaR a été observée au cours du vieillissement et de la
maladie d’Alzheimer (Temido-Ferreira et al., 2018), ainsi que dans des modeles murins de la
maladie d’Alzheimer (Viana da Silva et al., 2016; Silva et al., 2018). D’une part, une
corrélation a été démontrée entre I’augmentation de I’expression du A2aR hippocampique, la
progression de la pathologie tau et, in fine, I’apparition des troubles cognitifs dans la maladie
d’Alzheimer (Orr et al., 2015), supportant un réle instrumental potentiel du AzaR dans
I’évolution de cette maladie. D’autre part, une augmentation du AzaR astrocytaire a été
récemment observe au cours de la maladie d’ Alzheimer (Orr et al., 2015), mais aussi dans des
modeles d’amyloidogénése (Orr et al., 2015, 2018; Faivre et al., 2018; Lee et al., 2018) et de
Iésions cérébrales traumatiques (Zhao et al., 2017a, 2017b). L’augmentation de 1I’expression
du A2aR neuronal a, elle, été montrée au cours du vieillissement (Temido-Ferreira et al.,
2018), de 1’épilepsie (Canas et al., 2018) et de la maladie d’Alzheimer (Viana da Silva et al.,
2016; Temido-Ferreira et al., 2018; Silva et al., 2018). Le doute subsiste quant au mécanisme

a I’origine de cette augmentation d’expression, tant au niveau neuronal qu’astrocytaire.

2. Impact astrocytaire et neuronale du A2aR dans la maladie d’Alzheimer
Dans ce travail de these, nous avons évalué les niveaux de récepteurs A2a dans une
tauopathie primaire, la dégénérescence lobaire frontotemporale, une démence caractérisée par
la présence de protéines tau agrégées, associée a une mutation P301L de tau (FTLD-tau).
Nous avons montré, pour la premiére fois, une accumulation de récepteurs AzaR,
particulierement importante dans les neurones présentant la pathologie tau. Pour étudier la
relation entre A2aR et tau, nous avons généré un modeéle de surexpression conditionnelle du
A2aR sous promoteur neuronal, que nous avons ensuite croisé avec un modele de pathologie
tau. Nous avons ainsi obtenu des souris présentant a la fois la pathologie tau et surexprimant
le A2aR au niveau neuronal (souris Tau/A2aRneur). Ces animaux présentent une exacerbation

des troubles mnésiques par rapport aux souris Tau, associé a une augmentation de la
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phosphorylation de tau, des niveaux de la protéine du complément C1q, et a une perte de
synapses glutamatergiques au sein de I’hippocampe. De plus, nous avons également exploré
I’expression de Clq dans les cas de FTLD-tau ainsi que deux autres FTLD-tau — cette fois
sans mutation — a savoir la dégénérescence cortico-basale et la maladie de Pick, ou nous
retrouvons également une augmentation de I’expression du A2aR et de C1g. Conformément a
Ce gque nous avons Vu au cours de ces travaux, 1’accentuation des niveaux du A2aR neuronal
apparaissent dans plusieurs maladies présentant de la pathologie tau. Cela favoriserait
experimentalement la production de C1g, mis en cause dans la perte synaptique médiée par la
microglie et génératrice de déficits cognitif (Stephan et al., 2013; Hong et al., 2016). Qui plus
est, nous avons induit la surexpression neuronale du A2aR dans un modéle d’amyloidogenese,
récapitulant le deuxiéme aspect lésionnel de la maladie d’Alzheimer. Dans ce modéle,
APP/PS1/A2aRNeur, NOUS avons également observé une précipitation des troubles cognitifs par
rapport aux souris APP/PS1. Néanmoins, le mécanisme sous-jacent du phénotype mnésique
observé semble différer de celui du modéle THY-Tau22, avec une perte de protéines
synaptiques, sans modification transcriptomique ni d’augmentation de protéines Clq. Nous
sommes encore pour 1’heure a explorer les possibles causes de ce phénotype.

Relativement au role du récepteur Aoa astrocytaire dans la maladie d’Alzheimer, nous
avons tout d’abord exploré, in vitro, les conséquences de sa surexpression dans des astrocytes
issus de culture primaire de souris. Ce travail a révélé que le A2aR induit un remaniement du
transcriptome astrocytaire, affectant I’expression de geénes impliqués dans 1’angiogenese, la
sécrétion et ’inflammation. De surcroit, le blocage pharmacologique du A2aR permet de
restaurer 1’expression d’une partie des génes altérés jusqu’a leur niveau d’expression basale,
témoignant du potentiel thérapeutique de ce récepteur. A I’instar du modele Tau/A2aRnNeur,
nous avons généré des souris surexprimant le A2aR sous promoteur astocytaire, que nous
avons également croisées avec les souris Tau. Ces souris Tau/A2aRastr présentent a la fois la
pathologie tau et la surexpression astrocytaire du A>aR. De facon similaire, le A2aR
astrocytaire accélere 1’apparition de troubles cognitifs chez la souris Tau, via a une
augmentation de la phosphorylation et de 1’agrégation de tau, ainsi qu’a I’exacerbation de la
neuro-inflammation médiée par tau. Afin d’aller plus loin dans I’exploration du réle du A2aR
astrocytaire dans le contexte Tau, nous avons développé une approche virale au moyen de
virus adéno-associés (AAV), nous permettant d’exprimer le A2aR spécifiquement au niveau
des astrocytes de I’hippocampe. Ainsi, ce modele nous permettra d’induire spécifiquement la
surexpression astrocytaire du A2aR au niveau de I’hippocampe de souris Tau mais également

de souris APP/PS1. Nous mettrons également en ceuvres d’autres techniques, comme la
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microdialyse et le tri cellulaire, afin de reéaliser une évaluation transcriptomique et

fonctionnelle plus poussée.

3. A2aR et fonction synaptique

Depuis qu’il a été mis en évidence un effet bénéfique de la caféine vis-a-vis du
développement de la maladie d’Alzheimer (Eskelinen & Kivipelto, 2010; Cellai et al., 2018),
une accumulation de données tend a incriminer le récepteur A2aR dans I’apparition des
troubles cognitifs et des 1ésions caractéristiques de la maladie d’Alzheimer. Récemment, les
travaux d’Orr et al. (2015), ont démontré un lien entre I’expression hippocampique du A2aR
au cours de la maladie d’Alzheimer et la progression spatio-temporelle stéréotypée de la
pathologie tau dans le cerveau, elle-méme corrélée 1’évolution du déclin cognitif. Afin de
mieux comprendre cette relation, nous avons, au cours de ces travaux de thése, exploré le rdle
d’une surexpression du récepteur Aza, neuronale ou astrocytaire, dans plusieurs modéles
expérimentaux afin de mieux comprendre son impact.

Nous avons constaté dans 1’ensemble de nos modeles de surexpression neuronal ou
astrocytaire du AxaR un effet néfaste sur les capacités mnésiques chez les souris controles,
sans toutefois induire de modifications pathologiques. Cela suggere des remaniements
synaptiques suffisants pour altérer le bon fonctionnement du réseau neuronal hippocampique
et induire des altérations comportementales. Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés
dans la littérature. Par exemple, les travaux de Temido-Ferreira et al., démontrent que la
surexpression neuronale du AzaR, seule, induit un phénotype mnésique associé a des
modifications de plasticité synaptique, lié a la signalisation des récepteurs glutamatergiques
NMDA et mGLURS (Temido-Ferreira et al., 2018). A cet égard, au niveau neuronal, le A2aR
favorise d’une part la libération de neurotransmetteur, majoritairement du glutamate, depuis
I’extrémité présynaptique, tout en favorisant 1’excitabilité des récepteurs post-synaptiques
comme les récepteurs au glutamate. D’autre part, il va également inhiber les systémes
inhibiteurs de 1’activation de la synapse, comme les récepteurs a ’adénosine Al et
cannabinoides CB1, par hétérodimérisation.

Dans le méme ordre d’idée, le A2aR astrocytaire, dont le blocage est bénefique vis-a-vis
des troubles mnésiques (Orr et al., 2015), module particuliérement la recapture du glutamate,
a la fois via son contrdle direct sur la pompe sodium-potassium Na+/K+ ATPase, essentielle
au fonctionnement des transporteurs de glutamate GLT-1 et GLAST (Matos et al., 2012a,

2013). Le AxaR astrocytaire semble également en mesure de modifier la transduction
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glutamatergique, de la libération présynaptique a 1’excitabilité post-synaptique (Matos et al.,
2015).

Par conséquent, il est possible que la surexpression du A2aR dans nos modeéles, dans 1’un
ou l’autre des types cellulaires, favorise 1’augmentation du glutamate synaptique et de sa
signalisation, via les transporteurs de glutamate astrocytaires ou la libération de glutamates
présynaptiques et d’excitabilité des récepteurs glutamatergiques postsynaptiques, impactant
potentiellement les phénomeénes de plasticité synaptique. Une augmentation de glutamate
peut, en somme, contribuer a [’évolution de Ila neuroinflammation et de
I’hyperphosphorylation de tau qui serait déja présente dans le modele.

Il est intéressant de noter que dans les modeles de la maladie d’Alzheimer, le récepteur
purinergique P2Y1 induit une hyperactivation des astrocytes, favorisant la génération de
vagues calciques astrocytaire. A la maniére du A2aR, P2Y1 est activé par un produit issu de la
dégradation de ’ATP : ’ADP. Par ailleurs, des travaux ont montré que ces deux récepteurs,
AoaR et P2Y 1, étaient en mesure d’activer la signalisation calcique astrocytaire, conduisant a
la libération de gliotransmetteurs comme I’ ATP et le glutamate (Doengi et al., 2008; Delekate
et al., 2014; Cervetto et al., 2017), permettant hypothétiquement d’entretenir une boucle de
rétroaction positive pour ces deux récepteurs via le clivage de I’ATP. Par ailleurs, cela
s’ajoute a 1’augmentation d’expression des enzymes responsables de 1’hydrolyse de ’ATP et
de la production de 1’adénosine, tels que CD39 et CD73, (Crooke et al., 2017; Alonso-Andrés
et al., 2018; Gongalves et al., 2019a). A 1’égard a ce qui précéde, il serait donc important de
mesurer les niveaux de glutamate, d’adénosine et autres gliotransmetteurs par microdialyse
afin de vérifier si, effectivement, les conséquences d’une surexpression du AxaR favorisent
une augmentation notable et durable des niveaux de glutamate extracellulaire ainsi qu’une

activation chronique délétére des récepteurs purinergiques.

4. AoaR et pathologie tau

Les travaux réalisés au sein du laboratoire ont démontré que le blocage du Az2aR, de fagon
non sélective (par la caféine) ou sélective (par des approches pharmacologiques ou de délétion
génetique), étaient en mesure de ralentir le développement de la pathologie tau (Laurent et al.,
2014, 2016). Les principaux effets de la caféine sur tau ont démontré, d’une part, une
réduction de la phosphorylation des épitopes Ser195/198/199/202 (Tau-1), Ser212/Thr214,
Ser396, Serd22. Ces effets ont été attribués a 1’augmentation d’expression de la phosphatase

PP2A (protéine phosphatase 2). D’autre part, la délétion génétique du A>aR réduit la
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phosphorylation globale de tau, avec une diminution significative de 1’épitope phosphorylé
Ser214 et une tendance sur les épitopes Thrl81 et Ser404. Dans ce cas, I’inhibition de la
GSK3 via I’augmentation de la phosphorylation de la Ser9, ainsi qu’une diminution de
I’expression de CDKS5, ont été incriminés. Par ailleurs, le blocage pharmacologique par le
MSX-3 conduit également a une diminution de phosphorylation globale de tau, avec une
diminution significative des épitopes phosphorylés Ser214, Ser262 et Ser404. Ces différents
résultats suggerent que le blocage des récepteurs adénosinergiques (par la caféine) ou le
blocage sélectif du A2aR conduit a une réduction de la phosphorylation et/ou de I’agrégation
de tau (objective par les épitopes pathologiques Ser212/Thr214 et Ser422).

Au vu de nos résultats, nous pouvons confirmer que la dysrégulation du AzaR, tant au
niveau neuronal qu’au niveau astrocytaire, impacte significativement la phosphorylation et
I’agrégation de tau. En outre, dans notre modele Tau/AzaRnewr, NOUS montrons une
augmentation globale de phosphorylation, objectivé sur les sites Ser195/198/199/202 et
Ser396. De fagon consistante, nous observons également dans le modele Tau/A2aRastr une
augmentation de phosphorylation globale de tau, particulierement sur les sites Thr212/Ser214,
Ser396, Serd04, Serd422, associée a une augmentation d’agrégation de tau, démontrée par le
marquage MC1. Par ailleurs, ces résultats concordent avec ceux obtenus dans un modéle de
Iésions cérébrales traumatiques, qui est également une tauopathie. En effet, dans ce modele il
y a rapidement une augmentation du A2aR astrocytaire associée a une hyperphosphorylation
de tau et des troubles cognitifs. Le blocage du A2aR permet de normaliser a la fois la
phosphorylation de tau et les troubles cognitifs (Zhao et al., 2017a, 2017b). De ces différentes
études, nous pouvons affirmer que le A2aR joue un rdle sur la phosphorylation et
potentiellement 1’agrégation de tau, renforgant 1’intérét thérapeutique du A2aR vis-a-vis des

tauopathies.

5. AoaR et pathologie amyloide

Du reste, il est rapporté dans la littérature que les récepteurs adénosinergiques modulent la
production de peptides AP dans les modéles amyloides (Arendash et al., 2006, 2009; Nagpure
& Bian, 2014). Toutefois, I’impact du A2aR sur I’amyloidogénése semble étre plus subtile a
évaluer dans le modele que nous avons utilisé, la souris APP/PS1. En effet, celle-ci
surexprime a la fois une protéine APP mutée, orientant vers la voie amyloidogénique, et une
protéine PS1, dont I’exon 9 a été supprimé, favorisant ainsi 1’accumulation de formes pro-

agrégatives de peptides amyloides AB. Ces deux proteines surexprimeées vont pousser la voie
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amyloidogénique a son paroxysme, ce qui n’est pas idéal pour visualiser un potentiel effet
aggravateur du AcaR sur cette voie. Ainsi, nous n’avons pas observé de modification
significative, tant bien sur la quantité des différentes espéces de peptides amyloides Ap que
sur le nombre de plaques, bien que cela ait été démontré in vitro (Cao et al., 2011). Une
récente étude a également montré par simulations que la caféine pouvait reconnaitre le motif
impliqué dans la formation des assemblages des peptide AP (APis-22), bloguant ainsi la
génération d’agrégats. Cela pourrait expliquer les effets bénéfiques de la caféine sans passer
par le blocage des récepteurs a 1’adénosine (Sharma & Paul, 2016). En outre, les précédents
travaux de notre groupe ont démontré que le blocage pharmacologique du A2aR diminuait les
niveaux des peptides APi42 entrainant une diminution du nombre de petites plaques
amyloides dans le cortex de ce méme modéle APP/PS1 (Faivre et al., 2018).

Cela suggére que le A2aR, tant neuronal qu’astrocytaire, pourrait moduler le clivage de
I’APP ou de ses dérivés, et ainsi moduler leurs agrégations sous forme de plaques. Par
ailleurs, des études (Viana da Silva et al., 2016; Orr et al., 2018; Silva et al., 2018; Faivre et
al., 2018) montrent que le A2aR a un effet délétere sur la mémoire de ces souris, si bien qu’il
soit possible que le A2aR contribuerait a exacerber la toxicité synaptique du peptide amyloide,
précédemment rapporté dans la littérature (Dall’Igna et al., 2003, 2007; Cunha et al., 2008;
Canas et al., 2009a; Matos et al., 2012b), pouvant expliquer ainsi les altérations mnésiques
dans ces différents modeles. Cette hypothése est également supportée par 1’altération
importante de protéines synaptiques dans notre modele, sans modification de leur expression

génique.

6. A2aR neuronal et Cl1q

Dans notre étude sur la surexpression neuronale du A2aR dans les souris Tau, nous avons
mis en évidence une augmentation des ARNm et des protéines du complément Clq. Ce
dernier est I’initiateur de la voie classique du complément, pouvant ainsi reconnaitre un
pathogéne ou fixer des anticorps via leurs régions Fc. La liaison du C1q a sa cible déclenche
le recrutement et le clivage des protéines C2 et C4 afin de former un complexe C3 convertase,
clivant la protéine C3 en C3a et C3b. Le C3b permet I’opsonisation, c¢’est-a-dire de marquer la
cible afin que celle-ci soit reconnue par les cellules immunitaires et éliminée par phagocytose.
Le C3a va lui migrer a distance et attirer de cellules immunitaires. Lorsque la cascade du
complément perdure, la C3b au niveau de la cible va recruter le complexe C4b/C2a afin de

créer la C5 convertase, qui va a son tour, cliver la protéine C5. Elle va permettre gréce au
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recrutement d’autres protéines du complément, la formation d’un complexe d’attaque
membranaire au niveau de la membrane de la cible, résultant en sa destruction (Merle et al.,
2015a, 2015b).

Dans le cerveau, qui est une région immunitaire protégée, C1qg est presque uniguement
exprimé par les microglies (Fonseca et al., 2017), et est particuliérement actif au cours de la
période de développement, ou ce dernier va contribuer a affiner le réseau de synapses en
élaguant les synapses surnuméraires. Ce systéme va progressivement s’éteindre jusqu’a 1’age
adulte (Coulthard et al., 2018). Toutefois, dans de nombreuses situations, une réactivation de
ce systéme a été décrite, avec une augmentation de protéines Clq lors d’infections virales
(Vasek et al., 2016), durant le vieillissement (Stephan et al., 2013) ainsi que dans la maladie
d’Alzheimer (Fonseca, 2004; Hong et al., 2016; Dejanovic et al., 2018). Des troubles de la
cognition ont été mis en évidence dans ces différentes situations, également en lien avec une
perte synaptique meédiée par C1q. De surcroit, le blocage du C1qg au cours du vieillissement ou
dans un mode¢le murin de la maladie d’ Alzheimer permet de préserver les capacités mnésiques
(Stephan et al., 2013; Hong et al., 2016). 1l est particulierement intéressant de noter que le
C1q semble étre activé en réponse a la pathologie tau (Afagh et al., 1996; Dejanovic et al.,
2018), ce qui est également confirmé dans le modele THY-Tau22, qui a I’age de 9 mois
présente une perte synaptique (Burlot et al., 2015; Chatterjee et al., 2018) associée a une
augmentation des niveaux de C1q.

Il semblerait ainsi que le A2aR neuronal, possiblement via 1’augmentation de la
phosphorylation de tau, ait précipité I’augmentation d’expression de Clq a un age plus
précoce de 6 mois dans ce méme modele. De fagon encourageante, le blocage
pharmacologique du A2aR chez des souris Tau de 9 mois, age ou ces derniéres présentent
également une perte de densité synaptique (Burlot et al., 2015; Chatterjee et al., 2018), permet
de normaliser C1q au niveau des souris contrdles, suggérant que le A2aR interfere également
dans la réponse du C1q vis-a-vis de la pathologie tau (Laurent et al., 2016). Ainsi, le A2aR
semble étre un élément déterminant dans le lien entre tau et C1q. A ce titre, on retrouve
¢galement dans les mémes conditions, I’expression de Trem2, un marqueur découvert lors des
études d'association pangénomique (GWAS, « genome wide association study »), et qui est
¢galement impliqué dans 1’évolution de la maladie d’Alzheimer (Guerreiro et al., 2013;
Bemiller et al., 2017; Haure-Mirande et al., 2017). Bien que sa relation avec la pathologie tau
ne soit pas encore complétement élucidée, il semblerait que Trem2 soit requis pour

I’élimination synaptique médiée par C1q (Brendel et al., 2017; Filipello et al., 2018).
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En revanche, nous n’avons pas mis en évidence de modifications des niveaux de C1q dans
notre modeéle amyloide APP/PS1 a I’age de 6 mois, contrairement a ce qui a été montré dans
un autre modele plus agressif, les J20 agées de 1 mois (Hong et al., 2016). Dans ce contexte,
les troubles mnésiques liés a la surexpression du A2aR neuronal dans le modele APP/PS1
n’impliqueraient pas C1q. En définitive, la pathologie tau semble favoriser I’accumulation de
Clqg de fagon dépendante & A2aR et contribuer a I’apparition de troubles cognitifs via une
perte des synapses glutamatergiques. Dans cette optique, nous allons prochainement bloquer
I’expression génique du A2aR ou de C1q spécifiquement au niveau neuronal dans les souris
THY-Tau22 afin d’évaluer si cela peut bloquer la progression de la pathologie tau et des

déficits cognitifs associés.

7. A2aR astrocytaire et neuro-inflammation

Le role du A2aR au niveau astrocytaire est encore mal connu. Il est rapporté dans la
littérature 1’effet modulateur du A2aR astrocytaire vis-a-vis de la cognition, en condition
physiologique comme pathologique (Matos et al., 2015; Orr et al., 2015; Barros-Barbosa et
al., 2016). Plusieurs fonctions astrocytaires du A2aR ont été decrites, parmi lesquelles le
contréle de la recapture du glutamate et du GABA (Matos et al., 2012a, 2013; Cristdvao-
Ferreira et al., 2013), la libération de gliotransmetteurs (Cervetto et al., 2017), la prolifération
induite par la voie NF-xB (Ke et al., 2009), la production de monoxyde d’azote (NO) (Brodie
et al., 1998) et également la production et libération de cytokines pro-inflammatoires
(Hohsfield & Humpel, 2015; Rothhammer & Quintana, 2015). Par ailleurs, notre étude in
vitro démontre un effet transcriptionnel associé a 1’activation de la signalisation du A2aR. A
cet égard, il est retrouvé 1’augmentation des marqueurs de la réactivité astrocytaire associee a
phénotype délétere (Al), protecteur (A2) ou mixte (« Pan réactive ») (Zamanian et al., 2012;
Liddelow et al., 2017). En outre, on retrouve, parmi les génes les plus exprimés en réponse au
AxaR, différents génes pro-inflammatoires, tels que Len2, Chi3ll et T11, tous trois impliqués
dans la maladie d’Alzheimer (Naudé et al., 2012; Heneka et al., 2013; Querol-Vilaseca et al.,
2017; Dai & Gong, 2019). En revanche, nous observons également une sous-expression d’un
grand nombre d’autres marqueurs inflammatoires, suggérant une hétérogénéité¢ d’expression
du A2aR ou différents types de réponses mediées par AxaR. L’existence d’un effet pro- ou
anti-inflammatoire du A>aR selon le contexte, notamment en fonction des niveaux de
glutamate, avait déja été suggéré, modifiant par la méme occasion la signalisation de ce

dernier, d’une voie PKA (protectrice) vers une voie PKC (délétere) (Dai et al., 2010). Par
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ailleurs, le géne dont I’expression est la plus augmentée est celui de la sécrétogranine Il
(Scg2), dont I’expression est sous dépendance de I’AMPc (Jones & Scammell, 1998; Iwase et
al., 2014), ce qui suggérerait, dans notre modele, une réponse du A2aR astrocytaire PKA-
dépendante. Bien que la Scg2 soit principalement décrite dans les neurones de I’hippocampe,
plusieurs études ont montré son expression dans des astrocytes, a la fois in vivo et in vitro
(Fischer-Colbrie et al., 1993; Calegari et al., 1999; Miyazaki et al., 2011). En somme, ces
résultats confortent le role modulateur de I’inflammation par le A>aR (Minghetti et al., 2007;
Nobre et al., 2010; Gyoneva et al., 2014; Ogawa et al., 2018). Conformément a ce qui
précede, nous retrouvons également dans notre étude in vivo, un effet neuromodulateur de la
surexpression astrocytaire du A2aR chez les souris tau, principalement des marqueurs
inflammatoires précédemment associés a la pathologie tau (Laurent et al., 2017). Toutefois, la
comparaison n’est pas aisée due a I’hétérogénéité cellulaire dans 1’hippocampe. Afin
d’identifier, précisément, les remaniements astrocytaires dans ce mod¢le, il faudrait réaliser
un tri des astrocytes surexprimant le A2aR et analyser leur transcriptome, afin de tester

plusieurs des génes retrouvés en conditions in vitro.

8. Conclusion

A la lumiére de nos résultats et de la littérature, notre hypothese est que les A2aRs seraient
augmentés au niveau synaptique au cours du vieillissement, participant ainsi a ’apparition des
troubles cognitifs liés a 1’age (Figure 80). Lors de la phase précoce de la maladie
d’Alzheimer, I’augmentation neuronale du A2aR serait plus importante et contribuerait au
développement de la pathologie tau et des déficits de mémoire via une perte synaptique
(Viana da Silva et al., 2016; Silva et al., 2018; Temido-Ferreira et al., 2018). Les A2aRs
astrocytaires ne seraient augmentés que plus tardivement lorsque la pathologie est déja
installée, renforcant probablement les processus pathologiques (Figure 80) (Orr et al., 2015;
Lee et al., 2018; Faivre et al., 2018).

En définitive, ces travaux de thése renforcent 1’idée que la dysrégulation des A2aR, au
cours du vieillissement, de la maladie d’ Alzheimer, mais également d’autres pathologies telles
que les tauopathies, contribuerait a favoriser le développement pathologique et ’apparition de
troubles cognitifs. Il serait intéressant a I’avenir d’étudier plus précisément si le A2aR est
également perturbé dans les cellules microgliales (Orr et al., 2009; Rebola et al., 2011; Boia
et al., 2017), les oligodendrocytes (Coppi et al., 2013; De Nuccio et al., 2019) et les cellules
endotheéliales au cours de la maladie d’Alzheimer (Hurtado-Alvarado et al., 2016; Liu et al.,
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2018b). Enfin, il faudra également a 1’avenir tenir compte des autres acteurs du systéme
purinergiques, comme les enzymes de production de 1’adénosine et les autres récepteurs
purinergiques, qui sont aussi dérégulés dans la maladie d’Alzheimer, comme P2X7, impliqué
dans I’¢tat pro-inflammatoire microglial (Martin et al.,, 2019), ou P2Y1, essentiel a
I’activation astrocytaire (Delekate et al., 2014; Reichenbach et al., 2018).

En conclusion, le blocage du A2aR, de maniere sélective par une approche
pharmacologique, ou non sélective par la cafeine, constituerait une nouvelle piste intéressante
et novatrice dans le traitement des maladies neurodégénératives. Le développement
d’approches thérapeutiques permettant de normaliser ce systéme purinergique, dans sa
globalité, pourrait permettre de freiner voire stopper la progression inéluctable de ces

maladies.

Adulthood Ageing Early Alzheimer Late Alzheimer

Cellular upregulation :

~ ~~ ~ - &
Synapses Neurons Astrocytes
Consequences : Impaired synaptic Synaptic loss Tau _agregatiop
plasticity Tau phosphorylation Neuroinflammation
Memory deficits Memory deficits

Figure 80 : Hypothese de la dysrégulation du A2aR au cours du vieillissement et de la maladie
d’Alzheimer. Le AaR est faiblement exprimé en condition physiologique a I’age adulte dans
I’hippocampe, une des régions du cerveau la plus touchée lors de ’installation de la maladie
d’Alzheimer. Au cours du vieillissement, le A2aR est augmenté dans cet hippocampe en premier lieu
dans les synapses. Lors du début de la maladie d’Alzheimer, le A,aR augmente ainsi dans les neurones
puis dans la deuxiéeme moitié de la maladie, il est également augmenté dans les astrocytes. Aux vues
des résultats présentés dans ce travail de thése ainsi que dans la littérature on peut formuler
I’hypothése que le AaR synaptique contribue aux déficits précoces de plasticité synaptique, puis
I’augmentation neuronale favorise 1’hyperphosphorylation de tau ainsi que 1’élimination synaptique
induite par la microglie. Enfin, le A2aR astrocytaire accentuerait les troubles mnésiques et favoriserait
I’agrégation de tau et la neuro-inflammation. Ainsi, le A;aR serait un acteur a part entiere de la
pathophysiologique de la maladie d’ Alzheimer.
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