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Introduction

A. La maladie d’Alzheimer & la pathologie amyloide

1. Généralités sur la maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) est une pathologie neurologique complexe, caractérisée par
un déclin cognitif progressif dont I’évolution améne a une perte d’autonomie. Caractérisée au
début du XXéme siecle par le psychiatre Alois Alzheimer, la prise en charge d’Auguste Deter a
permis d’établir les bases de la symptomatologie et des |Iésions histopathologiques cardinales de
la maladie. Bien que cette femme fit seulement dgée d’une cinquantaine d’année lors de sa prise
en charge, le diagnostic de cette pathologie ne présente qu'une incidence faible avant 65 ans. La
prévalence de la MA double presque tous les 5 ans aprés 65 ans, pour arriver a 15% de la
population aux alentours de 80 ans (Qiu et al., 2009). Le cas d’Auguste n’est toutefois pas isolé et
correspondrait a des patients présentant le plus souvent une forme dite « familiale » de la
maladie, en raison de sa transmission autosomique dominante (Figure 1). Cette forme représente
approximativement 1-2% des cas sur I'ensemble des patients atteints de la MA (Potter et al.,
2020). La forme ayant la plus forte incidence est appelée « sporadique » du fait de son étiologie
encore imprécise. En effet, son déterminisme multifactoriel résulterait d’'un mélange complexe
de facteurs génétiques, cardio-vasculaires, hormonaux, inflammatoires, environnementaux et
psychosociologiques. Un des facteurs les plus connus et étudiés, hormis I’age avancé, correspond
a un déterminisme génétique et plus précisément a la présence de l'alléle 4 du gene APOE
(Michaelson, 2014). Codant pour I'apolipoprotéine E, la présence de cet alléle entraine un risque
trois fois supérieur de développer la maladie. De facon non-exhaustive, d’autres facteurs de
risque peuvent étre énumérés comme les régimes alimentaires riches en graisses saturées,
I’hypertension, I'alcool, le tabac, la pollution environnementale, un faible niveau d’éducation ou

encore une activité physique faible (Armstrong, 2019 ; Silvia et al., 2019).
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Figure 1: Représentation schématique des formes sporadiques vs. familiales de la maladie
d’Alzheimer et des facteurs de risque associés.

A noter que prés des deux tiers des personnes atteintes de la MA sont des femmes (Alzheimer’s
association, 2017). Cette augmentation de fréquence serait liée a leur espérance de vie plus
grande, mais également a des facteurs de risque beaucoup plus nombreux que chez les hommes,
allant de la dépression, a la chute du taux d'cestrogenes aprés la ménopause, en passant par des

complications liées a la grossesse (Ferretti et al., 2018 ; Rahman et al., 2020).

2. Aspects cliniques

La communauté scientifique et médicale découpe I'évolution de la MA suivant un schéma
typique composé d'une phase asymptomatique suivie de différentes phases symptomatiques

(Figure 2).

La premiere phase, asymptomatique, s’accompagne d’atteintes cérébrales qui pourraient
débuter 10 a 20 avant l'arrivée des premiers changements comportementaux (Sperling et al.,
2014 ; Dubois et al., 2016). Plusieurs éléments pourraient expliquer le fait que les premiéres
modifications moléculaires, cellulaires et fonctionnelles ne se refletent pas au niveau
comportemental pendant toutes ces années. Le premier correspond a une étape initiale de
fragilisation des mécanismes impliqués et qui ne laisseraient apparaitre aucun signe extérieur. De

facon complémentaire, des phénomeénes de compensations importants des réseaux neuronaux -
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dits résilients — pourraient apparaitre, jusqu’a un point de rupture marquant la déclaration des

premiers symptomes.

Maladie d’Alzheimer

Diagnostic

Traitements symptomatiques

D\  Troubles cognitifs
IS S

y
Elevée

Intensité

Faible

> temps

Modifications

cognitives/comportementales Perte d'autonomie

— Modifications cérébrales

Figure 2 : Représentation schématique du développement de la maladie d’Alzheimer d’aprés le
Diagnostic and Statistical Manual 5 (DSM5) et en fonction de la progression des modifications
cérébrales, des modifications cognitives/comportementales et de la perte d’autonomie.

L’entrée dans la phase symptomatique améne généralement a une plainte émanant du patient
lui-méme ou de son entourage. Par ailleurs, bien que le développement et le décours du
syndrome cognitivo-comportemental puisse étre assez hétérogene, les domaines impactés sont
souvent identiques pour la grande majorité des patients. Le DSM5 (Diagnostic and Statistical
Manuel 5) propose un découpage en deux phases symptomatiques appelées : trouble cognitif

léger et trouble cognitif majeur (Figure 2).
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Au centre du tableau clinique se situent les processus mnésiques qui vont étre altérés de facon
précoce et s’aggravés au fil du temps (Figure 3). Dans les formes typiques, les déficits de la
mémoire épisodique apparaissent en premier. Ces modifications concernent a la fois les
processus d’encodage, de stockage et de récupération (Tromp et al., 2015). Avec |I'avancement
de la maladie, les atteintes mnésiques se propagent a la mémoire de travail (Baudic et al., 2006 ;
Zokaei et al., 2019, 2020) ; puis plus tardivement a la mémoire sémantique (Salmon et al., 1999 ;
Adlam et al., 2006). De son c6té, la mémoire procédurale, préservée dans les premiers stades, se

dégrade vers les stades avancés de maladie.

Différentes composantes spatio-temporelles des processus cognitifs vont particulierement étre
impactées (Delpolyi et al., 2007 ; Ballessen et al., 2012), aussi bien au sein des processus de
mémoire épisodique, que dans ceux liés a la mémoire de travail. En outre, les problémes
d’orientation dans le temps et dans I’espace sont particulierement révélateurs : ainsi les patients
atteints de la MA se perdent sur un trajet habituel, ne savent plus se situer dans le temps et

n’arrivent plus a réaliser de nouveaux apprentissages spatiaux.

Maladle dAlzheimer

Mémoire
épisodique

Mémoire
% detravail Altérations
WM ermasseens W ------------ > m de l'orientation dans
cognitifs -mnégiques ~——< . Mémoire le temps et dans 'espace

de sémantique

Mémoire
procédurale

4 Aphasie, apraxie, agnosie, troubles émotionnels, troubles neuropsychiatriques, troubles du sommeil, ...

Figure 3 : Représentation schématique des principaux troubles cognitifs et comportementaux
généralement rencontrés dans la maladie d’Alzheimer.
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En parallele, d’autres spheres cognitives sont progressivement impactées, avec par exemple une
perturbation des fonctions exécutives (Baudic et al., 2006 ; Stopford et al., 2012 ; Allain et al.,
2013 ; Guarino et al.,, 2019). La présence de troubles de flexibilité cognitive, d’attention, de
planification et d’inhibition va avoir un impact direct sur le quotidien de la personne atteinte.
Associée aux troubles mnésiques, elle ne sera alors plus capable de préparer des recettes de
cuisine, d'envoyer un courrier, de recevoir des amis, ou de réaliser de nombreuses autres
situations de tous les jours. De surcroit, une anosognosie vis-a-vis des troubles cognitifs est

également observée (Salmon et al., 2005), en particulier lors des premieres années de la maladie.

Par la suite se superposent des troubles d’aphasie, de dysorthographie, d’apraxie, des
perturbations du rythme diurne, une altération des schémas veille-sommeil (Volicer et al., 2001 ;
Toljan & Homolak, 2021) mais également |'apparition de troubles émotionnels (Mendez, 2021).
Ainsi, une anxiété marquée est souvent présente chez ces personnes avec I'apparition d’une
irritabilité, et progressivement des syndromes dépressifs, associés a de |'agitation, de I'agressivité
et des hallucinations lors des derniéres phases de vie (Zhao et al., 2016 ; Siafarikas et al., 2018 ;
Wiels et al., 2021 ; Agliera-Ortiz et al., 2021).

Pris dans leur ensemble, ces changements comportementaux impactent profondément la
personnalité propre du malade, et par conséquent sa vie sociale. Dans les dernieres phases de
vie, la personne devient totalement dépendante pour toutes les activités de la vie quotidienne et
les difficultés motrices croissantes aboutissent a une grabatisation de la personne. A ce triste
constat, de multiples complications annexes surviennent dans les derniers stades, comme la
malnutrition, le risque d’étouffement pendant les repas, les infections ou autres complications

qui sont souvent la cause directe de la mort des personnes atteintes de la MA.

Cette description, non exhaustive, reflete les modifications comportementales des cas typiques

de la MA. Cependant au sein méme de cette catégorie, une grande variabilité est généralement

notée, tant dans la vitesse de progression de la maladie, que dans l'intensité des symptomes.
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3. La pathologie amyloide : caractéristique histopathologique centrale

Dans le but de développer/améliorer la prise en charge thérapeutique des patients
atteints de la MA, les mécanismes physiopathologiques qui sous-tendent les atteintes
comportementales observées ont fait I'objet d’une recherche intense ces dernieres décennies et

celle-ci a permis d’améliorer un peu plus notre compréhension de I'étiologie de la maladie.

Les caractéristiques histopathologiques rapportées a ce jour sont multiples, mais les principales

peuvent étre divisées en deux grandes catégories. D’'une part les lésions dites « positives », avec

une phosphorylation de la protéine Tau couplée a des dégénérescences neurofibrillaires (DNF)

et 'amyloidogéneése ; et d’autre part les |ésions dites « négatives » correspondant a une perte

neuronale et synaptique et a des altérations fonctionnelles des réseaux neuronaux. A ces deux
grandes catégories de signes pathologiques sont également associées des atteintes vasculaires et

inflammatoires (Zlokovic et al., 2011 ; Klohs, 2021 ; de Oliveira et al., 2021).

Ce manuscrit se bornera a ne décrire que succinctement la phosphorylation de la protéine Tau et
les DNF par l'illustration de la Figure 6, et se concentra sur le versant de I'amyloidogénése, en
étudiant son impact sur les lésions dites « négatives ». Plusieurs revues bibliographiques sur la
pathologie Tau et les DNF dans la MA peuvent étre consultées pour une vision plus détaillée :

Chong et al., 2018 ; Gao et al., 2018 ; Naseri et al., 2019.

Il est néanmoins important de préciser qu’a ce jour, I'hypothése actuelle expliquant la
physiopathologie des déficits cognitifs présents dans la MA repose sur I'impact en symbiose de
I'amyloidogéneése et de la pathologie Tau associés aux DNF neurotoxiques (Gallardo & Holtzman,

2019 ; Busche et al., 2020 ; Zhang et al., 2021).
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Figure 6 : Représentation schématique de la désorganisation des microtubules neuronaux par la
phosphorylation de la protéine Tau et la formation des dégénérescences neurofibrillaires toxiques.
lllustration de © Designua | Dreamstime.com.

a) Meétabolisme du peptide f-amyloide

La présence de plagues composées de peptides B-amyloide (AB) agrégés représente |'une
des caractéristiques histophathologiques majeures de la MA (Alzheimer et al., 1906). Ces plaques
constituent une lésion extraneuronale qui se retrouve au cours du vieillissement cérébral, aussi

bien physiologique que pathologique, mais en des proportions tres différentes.
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La production du peptide AB provient du clivage d'une molécule précurseur nommée APP pour
« amyloid protein precurseur » (Glenner & Wong, 1984). L'APP est synthétisée dans le réticulum
endoplasmique puis transporté vers le complexe de Golgi, ou il termine sa maturation, avant
d’étre transporté vers la membrane plasmique. Le précurseur peut alors étre clivé par différentes
enzymes (Figure 7) suivant une voie soit non-amyloide (la plus empruntée en condition

physiologique) soit amyloide (Thinakaran & Koo, 2008).

La voie non amyloide permet de prévenir la génération d'AB, car I'APP est d'abord reconnu par
I'a-sécrétase, générant des fragments a-APP solubles (sAPPa) et le fragment C-terminal a (CTFa).
Ce dernier est ensuite clivé par la y-sécrétase, produisant des fragments P3 et AICD (amyloid

precursor protein intracellular domain) non toxiques.

L'entrée dans la voie amyloide, privilégiée dans la MA, est réalisée lorsque I’APP est clivée
successivement par les enzymes B puis y-sécrétase, induisant la libération du peptide AB sous
forme monomérique (O’Brien & Wong, 2011 ; Figure 7). Toutefois, plusieurs travaux ont montré
gue la production de la forme monomérique du peptide AB pouvait étre aussi un événement
physiologique en faible quantité qui joueraient un réle dans la régulation des mécanismes de
plasticité synaptique, essentiels a I'élaboration de nombreux processus mnésiques (Puzzo &
Arancio, 2013 ; Morley & Farr, 2014). La toxicité de I'AB apparaitrait lorsque la balance entre sa
production et sa dégradation se déséquilibre, amenant de fait une importante accumulation et a

son agrégation dans les tissus.
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Figure 7 : lllustration du clivage de I’APP et ses métabolites, selon la voie non-amyloide et la voie
amyloide, adapté de I'article original publié par Patterson, 2008 : « Diagnosis and treatment of
dementia : 1. Risk assessment and primary prevention of Alzheimer disease” dans le journal CMAJ.

Lors de sa production, différentes tailles du peptide AB peuvent étre générées (Roher et al., 2017).
En condition physiologique, une proportion trés majoritaire de la forme composée de 40 acides
aminés (ABao) est retrouvée (Zhang et al., 2011). Une forme plus longue (dite ABs;) est aussi
produite, mais avec un pourcentage moindre et qui est associée a une plus grande pathogénicité
(McGowan et al., 2005 ; Qiu et al., 2015). Si les taux d’AB totaux sont grandement augmentés
dans le tissu cérébral des patients atteints de la MA, le ratio ABao/ABa42 est lui diminué et pourrait
constituer un facteur déterminant dans le développement de la toxicité dans la maladie (De
Jonghe et al., 2001 ; Karran et al., 2011). L'importance de ce ratio dans la physiopathologie
amyloide réside dans les caractéristiques différentes de ces deux sous-types peptidiques, avec
notamment un fort potentiel d’agrégation du peptide ABs; contrairement a la forme ABao (Jan et
al., 2008 ; Yin et al., 2007 ; Chang & Chen, 2014). Comme cela sera détaillé par la suite,
I'augmentation des taux du peptide ABs2 dans la MA peut provenir de mutations affectant les
acteurs de sa formation ; mais également d’un dysfonctionnement au niveau des mécanismes de

clairance de I'AB. En effet, le peptide ABa42 est lui-méme en partie responsable de la diminution
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de son élimination en régulant négativement la P-glycoprotéine, un transporteur impliqué dans

sa clairance (Mawuenyega et al., 2010 ; Park et al., 2014 ; Baranello et al., 2015).

Le peptide AB monomérique peut s’assembler soit sous la forme d’oligomeéres solubles (ABo), ou
bien sous des formes insolubles formant alors des protofibrilles, les fibrilles et enfin les plagues
amyloides. Bien que ces plaques aient été proposées lors de leur caractérisation comme la forme
la plus nocive, des preuves accumulées au cours des deux derniéres décennies arguent pour que
la forme APo soit la plus dommageable pour les cellules cérébrales (Kayed & Lasagna-Reeves,
2013 ; Huang & Liu, 2020). L'impact des ABo serait d’autant plus important qu’ils peuvent étre
générés a la fois de maniére extracellulaire et intracellulaire, contrairement aux formes insolubles

s’agrégeant seulement dans le milieu extracellulaire.

A noter qu’indépendamment de I'AB, d'autres produits de clivage de I'APP ont été découverts
récemment, tel que |'éta-amyloide (An), et qui pourraient également jouer un role dans la MA
(Willem et al. 2015 ; Ward et al., 2017). Si I'impact de I’An sur les déficits cognitifs n’a pas encore
été tres bien défini, il a toutefois été rapporté que ces peptides (An-a et An-B) pouvaient affecter

le fonctionnement synaptique au sein des réseaux hippocampiques (Mensch et al., 2021).

b) Mutations

Le métabolisme de I’APP a rapidement été mis en relation avec les formes familiales de la
MA chez lesquelles de nombreuses mutations a transmission autosomique dominante ont été
découvertes. Ces mutations concernent essentiellement trois genes, celui de I'APP, de la
préséniline 1 (PSEN1) et celui de la préséniline 2 (PSEN2). Concernant les deux derniers, ces genes
permettent la synthése protéique de deux des constituants de la y-sécrétase (Oikawa & Walter,

2019).

e Mutations sur le gene APP
Actuellement, 24 mutations liées a I’APP et considérées comme pathogénes ont été répertoriées

dans la base de données « Alzheimer Disease & Fronto temporal Dementia Mutation Database
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(AD-FTD Mutation Database) ». Il a été montré que ces mutations entrainaient une augmentation
de I'accumulation amyloide et une diminution du ratio ABao/a2 (Bertram et al., 2010 ; Bertram &
Tanzi, 2012). Par ailleurs, comme le géne de I’APP se trouve sur le chromosome 21, la prévalence
d’étre atteint de la MA est supérieure dans la population des personnes atteintes du syndrome
de Down (plus communément appelé « Trisomie 21 »), comparativement a celle de la population

générale (Castro et al., 2017).

e Mutations sur les génes des présénilines 1 et 2
Le géne PSEN1 est le plus fréquemment impliqué dans la MA de forme autosomique dominante,
ou plus de 180 mutations de ce géne ont été répertoriées a ce jour (AD-FTD Mutation Database).
Beaucoup plus rares, les mutations du géne PSEN2 sont actuellement au nombre de 13 et
représentent 6% des familles avec transmission autosomique dominante. De plus, si prés de 70%
de ces mutations ont une pathogénicité avérée, des données complémentaires sont encore

nécessaires pour les 30% restants.

Sachant que les formes familiales et les formes sporadiques partagent de nombreuses similitudes
sur le plan clinigue, une meilleure connaissance des mécanismes impliqués dans les cas familiaux
peut donc s’avérer essentiels pour la compréhension des mécanismes associés aux cas

sporadiques.

c) Impacts de I'accumulation amyloide sur les processus cognitifs

Contrairement a la pathologie Tau et I'accumulation intra-neuronale des DNF, le processus
d’amyloidogénése a longtemps été considéré comme dissocié des stades cliniques (Nelson et al.,
2012). Actuellement, les liens entre la charge amyloide et les performances cognitives sont
surtout évoqués au cours des stades tres précoces, voir précliniques de la maladie. Ces liens
résulteraient d’une fragilisation des réseaux neuronaux (Pike et al., 2007 ; Chételat et al., 2010).
Ainsi lorsque la maladie évolue vers les stades symptomatiques du trouble cognitif léger ou
majeur, I'accumulation amyloide atteindrait ou aurait déja atteint un plateau déconnecté de

I’évolution clinique.
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Chez I'animal, la pathologie amyloide a été associée a un panel de déficits cognitifs - incluant de
nombreuses atteintes retrouvées chez les patients Alzheimer (Webster et al., 2014 ; Nakai et al.,
2021). Notamment, des altérations de capacités mnésiques associées a une composante spatiale,
comme dans la mémoire de référence ou de type épisodique (Hsiao et al., 1996 ; Dodart et al.,
1999 ; Xian et al., 2020; Sanchez-Varo et al., 2021), mais également certains processus de
mémoire travail (Hsiao et al., 1996). De nombreuses autres sphéres cognitives impactées dans la
MA ont également été retrouvées altérées dans les modeéles animaux. Ces atteintes
comportementales ont plus précisément été retrouvées chez des animaux controles recevant des
injections d’AB par voie intracérébrale, dans des modeles transgéniques possédant une ou
plusieurs mutations des formes familiales, ainsi que chez des animaux exprimant les
caractéristiques histopathologiques centrales aprés transfections virales (Audrain et al., 2016 ;
Nakai et al., 2021). L'utilisation de modeles animaux apparait donc pertinente dans I'étude des
mécanismes physiopathologiques de I'accumulation amyloide en lien avec la MA (revues :

Drummond & Wisniewki, 2017 ; Newman et al., 2017).

d) Impacts de I'accumulation amyloide sur la neurodégénérescence et
I'activité cérébrale
Toutes les régions cérébrales ne sont pas vulnérables de la méme fagon aux processus du
vieillissement physiologique mais également en conditions pathologiques. Les aires impliquées
dans les processus cognitifs et principalement les fonctions mnésiques sont celles qui
apparaissent étre les plus fragiles. La formation hippocampique fait partie de ces régions
particulierement vulnérables (West et al., 2007 ; Bartsch & Wulff, 2015 ; Pandya & Patani, 2021)
et sera la région d’intérét de ce manuscrit. De maniére a mieux comprendre I'importance des
modifications rapportées au sein de cette région dans la MA (Moodley & Chan, 2014 ; Mufson et
al., 2015), une description morphologique et fonctionnelle de la formation hippocampique,
associée son role dans les processus mnésiques et d’apprentissages, est disponible dans I’encadré

1 de ce manuscrit.
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ENCADRE 1
Formation hippocampique :

Dés la moitié du 20°™ siécle, il a été suggéré que des groupes de cellules travailleraient
ensemble pour représenter les informations percues et que ces assemblées de neurones seraient
réparties sur de larges zones corticales (Hebb, 1949). Dans un méme temps, il a également été introduit
I'idée que le comportement serait guidé par des représentations de la mémoire, organisées comme
une carte cognitive (Tolman, 1948). A partir de |a, la compréhension des mécanismes de stockage de
I'information et des régions cérébrales impliquées a particulierement progressé grace a I'observation
des |ésions cérébrales, a la fois chez les patients amnésiques mais également chez I'animal. En outre,
le cas d’Henry Gustav Molaison - ou plus communément appelé HM (1953) - a permis de mettre
I’'hippocampe a I'avant-garde de la recherche sur les bases neurobiologiques de la mémoire et les cas
clinigues ont plus généralement ouvert tout un champ de recherche sur cette région cérébrale.

En effet, de nombreuses études ont été réalisées chez I'humain et I'animal afin d’essayer de
caractériser I’hippocampe et son implication dans les différents types d’apprentissages et de mémoire.
En 1971, a 'aide d’enregistrements hippocampiques, O’Keefe et Dostrovsky firent la découverte des
« cellules de lieu » au sien du sous-champs CA1 (O’Keefe & Dostrovsky, 1971 ; Saphiro, 2001). Ces
cellules ont la particularité de s'activer spécifiquement lorsqu'une personne se trouve dans un lieu
précis. D’apres ces observations, ils émirent I’hypothése que la carte cognitive se localiserait dans
I'hippocampe et que les cellules de lieu seraient le substrat neuronal de cette carte. C’est alors que
I'hippocampe devient une structure référente dans la recherche sur la navigation et la mémoire
spatiale. Ces découvertes ont poussé les chercheurs a accentuer leurs recherches, ce qui a permis entre
autres de découvrir la plasticité synaptique fonctionnelle et particulierement la potentialisation a long
terme (Bliss & Lomo, 1973 ; Nicoll, 2017). Ce modele prééminent de la base cellulaire des processus
mnésiques a été retrouvé dans le cortex cérébral mais également au sein des cellules de la formation
hippocampique comme cela sera abordé dans I'encadré 2 de ce manuscrit.

Anatomie de la formation hippocampique et de ses circuits intrinseques :

Pour revenir a une description plus structurelle, I’hippocampe est présent au sein du lobe
temporal et est composé au sens strict du terme d’une structure nommeée « Corne d’Amon, CA », elle-
méme composée de sous-régions: CA1, CA2, CA3 et CA4. Plusieurs structures adjacentes a
I’'hippocampe peuvent étre ajoutées et constituer “la formation hippocampique”. Dans ce cas le Gyrus
Denté (GD), le cortex entorhinal (CE) et le subiculum sont ajoutés a la CA (Figure 4).
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Figure 4 : Représentation schématique de la formation hippocampique et I'organisation de son circuit
synaptique chez '’Humain et le rongeur. Tirée de I'article original publié par Roux, 2021 : “Memory
Disorders Related to Hippocampal Function: The Interest of 5-HT4Rs Targeting” dans le journal IJMS.
EC pour Entorhinal cortex ou Cortex entorhinal. DG pour Dentate gyrus ou Gyrus denté. SUB pour
subiculum.

La formation hippocampique forme un réseau multisynaptiques (Figures 4 et 5) suivant un schéma
particulier ou chaque sous-région va former des connexions spécifiques qui les distinguent les unes des
autres. Comme illustré en Figure 5, le circuit débute avec le CE qui constitue la principale entrée
corticale de I'hippocampe. Les projections d’une de ses couches superficielles vont en direction du GD
via « la voie perforante », puis directement vers le sous-champs CA3. Les neurones d’une seconde
couche superficielle du CE vont également se projeter vers I'aire CA1 de I'hippocampe. A son tour Le
GD se projette vers la sous-région CA3 via la voie « des fibres moussues » qui elle-méme se projette
dans la sous-région CA1 par la voie « des collatérales de Schaeffer ». Les axones de |'aire CA3 ont
également la particularité d’envoyer des collatérales faisant des synapses sur d'autres neurones, en
plus de leurs projections vers le CA1. Cette derniére va envoyer ses prolongements vers le subiculum
qui contacte en retour le cortex entorhinal.
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Figure 5 : Représentation schématique d’une coupe hippocampique chez le rongeur et des différentes
couches qui le composent : s.o pour stratum oriens ; s.r pour stratum radiatum ; s.I-m pour stratum
lacunosum-moleculare ; s.| pour stratum lucidum. Tiré du chapitre original provenant de “Encyclopedia
of the Neurological SciencesReference Work”, second Edition, 2014.

Une connectivité le long de I'axe longitudinal a également été trouvée chez les rongeurs. En effet, selon
son versant dorsal ou ventral la formation hippocampique est impliqguée de maniere différente dans la
mémoire et la cognition émotionnelle et spatiale (Bannerman et al., 2004 ; Fanselow & Dong, 2010).
En effet, en position ventrale la formation hippocampe a principalement été impliquée dans les
composantes émotionnelles des processus mnésiques ; alors que la partie dorsale a principalement été
relié a la composante spatiale. Ces spécificités ont été reliées aux sorties, ou efférences, différentes
selon cette ségrégation. La formation hippocampique ventrale possede des projections importantes
avec 'amygdale ou encore une partie de I"hypothalamus ; alors que la partie dorsale a des sorties vers
le septum latéral et les corps mamillaires.

Un axe transversal peut également étre décrit au sein du circuit hippocampique et se compose de
différentes couches décrites dans la Figure 5.
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Implication des sous-régions hippocampigques :

Les synapses du GD avec le sous-champ CA3 sont particulierement impliquées dans la
séparation de pattern (Leutgeb et al., 2007). Cette capacité correspond en quelques sorte a un
réducteur d’'interférence qui permet de distinguer deux informations proches. En d’autres termes, elle
permet de lever I'ambiguité des entrées sensorielles provenant d'expériences similaires. La sous-région
CA3 a montré une spécialisation dans la complétion de pattern qui permet de réactiver I'ensemble d’un
contexte précédemment encodé, a partir d’'une partie de I'entrée initiale et non de l'information en
entier, via un processus de généralisation (Grande et al., 2019). De son c6té, la sous-région CA1, sortie
principale de I'"hippocampe, va étre impliquée dans |'organisation temporelle des cellules de lieux -
décrites ci-dessus. De plus, cette sous-région va effectuer une représentation précise d'un contexte
dans son entier (Barrientos & Tiznado, 2016). Cela lui est permis par le fait que I'entrée directe du CE
n'est pas suffisante seule pour déclencher un potentiel d'action dans I'aire CA1, mais nécessite une
entrée CA3 simultanée. Les nombreuses recherches sur cette sous-région a permis d’élargir ses
fonctions avec un réle important dans les aspects temporels de la mémoire. En conséquence, les deux
types d’afférences vers les cellules CA1 permettraient une comparaison des informations entrantes par
le CE de I'événement actuel, avec les informations provenant du CA3 qui représentent des informations
familieres. De surcroit, ses rétroprojections vers le cortex soutiennent son implication dans les
processus de consolidation mnésique.

Le lien entre I'intégrité de la formation hippocampique et la MA est apparue tres tot. En
effet, les analyses post-mortem des patients Alzheimer ont rapidement rapporté une atrophie
trés importante du tissu cérébral au sein de cette région (Schuff et al., 2002, 2009 ; Mueller et al.,
2010 ; Sabuncu et al., 2011). La perte d’un pourcentage significatif de cellules (principalement
neuronales) a rapidement été caractérisée et mise en relation avec les troubles mnésiques
hippocampo-dépendants présents chez la majorité des patients (Moodley & Chan, 2014).
Cependant le lien entre I'atrophie hippocampique et les atteintes cognitives est plus complexe
gu’il n’y parait. En effet, deux types de mort cellulaire peuvent étre observés chez les patients et

dans les modeles animaux liés a cette maladie.

Comme énoncé précédemment, le premier type correspond a une neurodégénérescence trés
importante, retrouvée lors des stades symptomatiques, et qui s’aggrave au fur et a mesure de

I’'avancée de la maladie. Toutefois, contrairement a ce qui était pensé initialement, cette mort
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neuronale majeure ne contribuerait qu’a I'aggravation du syndrome comportemental, sans étre
a l'origine des déficits cognitifs hippocampo-dépendants. Cette atrophie n’est d’ailleurs pas
restreinte a I’hippocampe, mais généralisée a de nombreuses zones cérébrales, principalement

corticales (Braak & Braak, 1991 ; Hyman et al, 2012).

Le second type de neurogénérescence interviendrait précocement et serait le résultat des
premieres altérations au sien des connexions neuronales (Davies et al., 1987 ; Masliah et al.,
1991 ; Terry et al., 1991 ; Selkoe, 2002 ; Palop & Mucke, 2010). Ce type de neurodegenerescence
a en partie été relié a la pathologie amyloide mais avant I'établissement des plaques amyloides
et participerait a I'établissement des premiers déficits cognitifs. A noter que la pathologie Tau
aurait également son réle a jouer par la suite mais dans une moindre mesure. Ainsi, plusieurs
études proposent que l'initiation des modifications cognitives hippocampo-dépendantes seraient
plus corrélées a une dérégulation précoce de la plasticité des réseaux neuronaux qu’a l'atrophie

massive de la structure par la suite (Selkoe, 2002 ; Palop & Mucke, 2010).

De nombreux travaux se sont intéressés aux modifications fonctionnelles des réseaux neuronaux
dans la MA et une dichotomie intéressante en est ressortie (Figure 8). D’'une part, une activation
excessive des réseaux neuronaux - comprenant principalement les régions hippocampiques avec
le lobe temporal médian et de plusieurs régions corticales — peut étre détectée durant les années
qui précédent le diagnostic de MA (Sperling et al., 2010). Cette hyperactivité a été observée dans
de nombreuses études examinant des individus ayant la forme familiale ou bien a risques
génétiques de MA (Dickerson et al., 2005 ; Celone et al., 2006 ; Quiroz et al., 2010 ; Bakker et al.,
2012 ; Sepulveda-Falla et al.,, 2012), comme les porteurs de l'allele APOE4 (Bookheimer et al.,
2000 ; Trivedi et al., 2008 ; Kunz et al., 2015).

Pendant de nombreuses années, cette modification cérébrale a été considérée comme une
réponse compensatoire a la détérioration des circuits neuronaux, de sorte qu'un effort cognitif

plus important était nécessaire pour obtenir des performances comparables (Bondi et al., 2005).
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Cependant, des études plus récentes suggerent que I’hyperactivité des réseaux neuronaux liés
aux processus mnésiques, proviendrait au contraire d’une perturbation de la communication
neuronale par des processus d’excitotoxicité dans lesquels les neurones et leurs connexions
disparaitraient in fine en raison d'une suractivation (Busche et al.,, 2012, 2015). En outre, des
études longitudinales ont également permis de corréler le degré de cette hyperactivité précoce
avec les déclins mnésiques apparaissant par la suite (Bookheimer et al., 2000 ; Leal et al., 2017).
Dans une seconde phase de la progression de la maladie, les réseaux neuronaux basculeraient
progressivement dans un niveau d’hypoactivité (Celone et al., 2006 ; Persson et al., 2008 ; Busche

& Konnerth, 2016).

Rédulge

Figure 8 : Représentation de I’évolution de I"'amyloidogénése, de la pathologie Tau et les DNF
associés, l‘atrophie cérébrale et [Iactivation hippocampique par imagerie par résonance
magneétique fonctionnel (IRMf) dans la Maladie d’Alzheimer. Adapté de I’article original publié par
Toniolo, 2020 : “Modulation of Brain Hyperexcitability: Potential New Therapeutic Approaches in
Alzheimer's Disease” dans le journal JMS.

Concernant I'origine de ces modifications fonctionnelles, I’hyperactivité neuronale précoce a été
reliée a la pathologie amyloide. L’hypoactivité quant a elle pourrait avoir une double origine. Elle
pourrait étre la conséquence tardive de I’hyperactivation provoquée par I'amyloidogénése, mais
pourrait également étre la réponse des effets toxiques provenant de la synergie entre la
pathologie amyloide et celle des DNF (Figure 8). Malgré I'amélioration significative des techniques

d’investigation dans le domaine de la recherche biomédicale, I'analyse des mécanismes cellulaires
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et moléculaires impactés chez 'lhomme reste difficilement accessible, et en particulier dans les
phases les plus précoces et de ce fait plus difficilement identifiables. L'utilisation de modéles
animaux reflétant une ou plusieurs caractéristiques retrouvées dans la MA apparait alors
indispensable pour une caractérisation plus fine des mécanismes impliqués. Ces modifications de
I'activité des réseaux neuronaux ont d’ailleurs été retrouvées dans plusieurs modeles animaux
transgéniques présentant une amyloidogénése accentuée, tels que les souris 5xFAD, 3xTg-AD,
APP23xPS45 et APP/PS1 (Busche et al., 2012 ; Davis et al., 2014 ; Korzhova et al., 2021 ; Vitale et
al., 2021). Des lors, les études ont tenté de déterminer de quelle fagon la plasticité synaptique au

sein des réseaux hippocampiques était impactée par I'Ap.
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ENCADRE 2
Récepteur NMDA & plasticité synaptique

Cet encadré a pour but de présenter une vue générale du récepteur N-méthyl-D-aspartate
(NMDA-R) du glutamate, d’un point de vue morphologique et fonctionnel. Pour une vision plus
complete et détaillée de ce récepteur, plusieurs revues sont disponibles a la lecture : Paoletti et al.,
2011 ; Hansen et al., 2018.

Tout d’abord, I'expression de ce récepteur a été retrouvée pour différents types cellulaires (Figure 9).
Néanmoins, s'ils ont été identifiés sur les interneurones Gabaergiques (Booker et al., 2021) et les
cellules gliales comme les astrocytes (Palygin et al., 2011 ; Skowronska et al., 2019 ; Verkhratsky &
Chvatal, 2020) ou les microglies (Kaindl et al., 2008, 2012), ils restent toutefois majoritairement
associés aux neurones pyramidaux (Pongracz et al., 1992). De plus, comme illustré sur la Figure 10, les
NMDA-R neuronaux peuvent étre classifiés en différentes catégories en fonction de leur position dans
le réseau cellulaire : récepteurs sur les fibres présynaptiques et récepteurs sur les neurones
postsynaptiques (majoritairement) avec une localisation dans la fente synaptique ou dans la zone
extrasynaptique.

Le NMDA-R est un récepteur canal perméable aux cations divalents comme le Ca?* ainsi qu’aux cations
monovalents comme le Na* et le K*. Il s'agit d'un hétérotétraméere composé de l'association de
différentes sous-unités, incluant les types GIuN1, GIuN2, GIuN3. Différents sous-types de sous-unités
ont également été caractérisés comme GIUN2A, GIuN2B, GIuN2C, GIuN2D et GIuN3A, GIuN3B. Au
niveau hippocampique, la majorité des NMDA-R est constituée de I'association de deux sous-unités
GluN1 couplées a deux sous-unités GIUN2A ou GIuN2B. Néanmoins, les combinaisons ne forment pas
toujours des di-hétéromeres mais peuvent également étre composé d’un seul type de sous-unité ou
bien de tri-hétéromeres. Une caractéristique essentielle réside dans la présence obligatoire d’au moins
une sous-unité GIuN1 pour avoir une activité canal. De plus, la nature de la combinaison en sous-unités
des NMDA-R a son importance car elle détermine les caractéristiques fonctionnelles de ces récepteurs
(Cull-Candy & Leszkiewicz, 2004). En effet, les différentes sous-unités different par leurs propriétés
cinétiques d’ouverture et de fermeture du canal et de leur sensibilité au blocage par le magnésium.

Comme schématisée Figure 9, I'activation du NMDA-R a la particularité de nécessiter a la fois la fixation
de son agoniste au niveau d’un site spécifique porté par la sous-unité GIuN2 ; mais également la fixation
d’un co-agoniste sur un second site présent sur la sous-unité GIuN1 (Martineau et al., 2006). Comme
I'indique son nom, le NMDA-R a été caractérisé pharmacologiquement par l'agoniste N-méthyl-D-
aspartate, mais son agoniste endogéne majoritaire est le glutamate, neurotransmetteur excitateur
prédominant dans le systeme nerveux central (Hansen et al., 2021). Concernant le co-agoniste, il fut
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initialement identifié comme I'acide-aminé glycine, d’ou le nom de « site glycine » attribué a cet espace
de fixation (Johnson & Ascher, 1987). Cependant, un second co-agoniste a été identifié par la suite :
I'acide-aminé D-sérine qui serait majoritaire dans le néocortex (Schell et al, 1995). Au niveau
hippocampique, les études proposent une préférence distincte pour chacun de ces co-agonistes en
fonction du territoire concerné : la D-sérine comme co-agoniste préférentiel aux synapses CA3-CA1
et la glycine comme étant principalement impliquée dans les synapses entre le cortex entorhinal

et le DG (Le bail et al., 2015).
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Figure 9 : Compilation schématique de certaines particularités fonctionnelles & morphologiques du
récepteur NMDA.

Au niveau fonctionnel, le NMDA-R participe au développement du cerveau ou du cervelet (Ewald
& Cline, 2009), mais également a la maturation des synapses glutamatergiques a I’age adulte (Wu
et al., 1996 ; Anderson et al., 2004). Grace a sa propriété d'intégration de I'activité synaptique et a
sa perméabilité au calcium, ce récepteur est associé a la survie des neurones mais surtout a été
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étudié pour son role essentiel dans la plasticité morphologique et fonctionnelle du SNC, incluant
notamment la potentialisation a long-terme (ou LTP pour long-term potentiation ; Volianski et al.,
2015) et la dépression a long-terme (ou LTD pour long-term depression, Lisher & Malenka, 2012).
Les deux étant des mécanismes cellulaires associés a la formation de certains types
d’apprentissages et de processus mnésiques (Escobar & Derrick, 2007).

La LTP est un renforcement persistant de l'activité d'une connexion synaptique. Un des

acteurs le plus étudié initiant ce type de plasticité est le NMDA-R, on parle alors de « LTP-NMDA-
dépendante ». Les bases moléculaires sous-tendant cette plasticité sont maintenant bien
comprises, comme l'illustre la Figure 10. La LTP-NMDA-dépendante se base en partie sur plusieurs
propriétés exceptionnelles de NMDA-R et notamment sa perméabilité au Ca?* ainsi que son
blocage voltage-dépendant par le Mg?".
Au cours d’une transmission synaptique a basse fréquence, le glutamate libéré par les terminaisons
présynaptiques se lie a la fois aux récepteurs AMPA (acide a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
isoxazolepropionique), kainate et aux NMDA-R n'entrainant qu'une modification mineure et
transitoire du potentiel membranaire de repos des neurones postsynaptiques. Dans ces
conditions, le pore du canal des NMDA-R est bloqué par le Mg?*, empéchant ainsi ces récepteurs
de contribuer significativement a la transmission synaptique basale.

En revanche, en réponse a de brefs trains de stimulation a haute fréquence au niveau des fibres
présynaptiques, une libération forte et prolongée de glutamate se produit qui va entrainer une
dépolarisation importante et prolongée du potentiel de membrane. Cette saute de potentiel va
avoir pour conséquence d’expulser le Mg?* du pore du canal des NMDA-R. Le Ca®* peut alors entrer
au sein des épines dendritiques du neurone postsynaptique, mécanisme qui correspond a la phase
d’induction de la LTP. A noter que de tres nombreuses d’études en électrophysiologie montrent
qgue la LTP hippocampique ex vivo peut étre induite par de nombreux protocoles différents de
stimulation dont les plus utilisés sont la stimulation a haute fréquence (HFS pour hight frequency
stimulation) ou bien la stimulation de type théta burst (TBS) (Larson & Munkacsy, 2015).

De nombreuses études ont confirmé que l'‘augmentation de la concentration calcique
intraneuronale par l'ouverture de canaux associés aux NMDA-R, constitue un signal de second
messager a l'origine du renforcement de la transmission synaptique entre les neurones. Comme
Iillustre la Figure 10, I'entrée de Ca®* en réponse a la dépolarisation massive des neurones va
induire cette potentialisation de la transmission en activant une succession de cascades de
transduction du signal faisant intervenir différents acteurs, dont la protéine-kinase calmoduline
Ca’*-dépendante (CAMKII). Cette protéine joue un role particulierement important en améliorant
par phosphorylation la conductance des récepteurs AMPA tout en facilitant simultanément leur
adressage a la membrane et |la résultante étant une croissance accélérée des épines dendritiques
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postsynaptiques. En conséquence, lorsque du glutamate est libéré lors d'une stimulation suivante,
il pourra se fixer sur plus de récepteurs ou sur des récepteurs mieux phosphorylés, ce qui a pour
effet d'augmenter la force de la transmission synaptique.

Le NMDA-R peut donc étre considéré comme un détecteur de coincidence. Les canaux calciques
qui leur sont associés ne s'ouvriront que si deux évenements surviennent simultanément : a la fois
la dépolarisation suffisante de la membrane postsynaptique afin de lever le bouchon de Mg?* ; et
dans en méme temps l'arrivée et la fixation de I'agoniste et du co-agoniste sur leur site spécifique.
Ces propriétés peuvent expliquer plusieurs caractéristiques propres a la LTP. Premiérement, le fait
gue l'induction de la LTP requiert une activité importante et simultanée des éléments pré et
postsynaptiques. D'autre part, la spécificité de ce phénomene qui peut s’expliquer par le fait que
les canaux associés aux NMDA-R ne s’ouvriront qu’aux contacts synaptiques activés ou I'agoniste
et le co-agoniste sont libérés, restreignant de la sorte I'expression de la LTP a ces sites. Elles
expliqguent aussi la propriété d’associativité, en considérant qu'une terminaison afférente
faiblement stimulée ne va libérer que peu de glutamate, ne pouvant ainsi dépolariser
suffisamment la cellule post-synaptique pour lever le blocage des ions Mg?*. Mais ce niveau pourra
étre atteint si des fibres afférentes voisines sont fortement stimulées, |'associativité permettant
alors I'induction de LTP.

A. NMDAR-mediated LTP B. NMDAR-mediated LTD
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Figure 11 : Schémas simplifiés des mécanismes moléculaires mis en jeu lors de la LTP et LTD NMDA-
dépendantes. Tirée de [‘article original publié par Benarroch, 2018 : « Glutamatergic synaptic
plasticity and dysfunction in Alzheimer disease » dans le journal Neurology.

De son coté, la dépression a long terme est en partie le mécanisme inverse de la LTP car il s'agit
d'un affaiblissement de la force de la transmission synaptique. Comme le schématise la Figure 10,
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un des mécanismes connus pour provoquer la LTD implique également les récepteurs AMPA et
NMDA. Cette fois-ci, a la suite d’'une stimulation répétée a basse fréquence, une activation
modeste des NMDA-R va provoquer une augmentation également modeste et progressive du Ca®*
postsynaptique, qui va activer des protéines phosphatases dont le seuil d'activation est plus bas
gue celui des protéines kinases. Cette activation de phosphatase va entrainer une diminution la
densité des AMPA-R a la membrane postsynaptique ainsi qu'une déphosphorylation de ces
récepteurs. Ces atteintes vont rendre le neurone moins sensible au glutamate libéré par le neurone
présynaptique et induire le rétrécissement de |'épine dendritique, parallélement a une diminution
de la force synaptique (Luscher & Malenka, 2012). Bien que cela puisse sembler contre-intuitif, la
LTD pourrait étre tout aussi importante que la LTP dans certains processus cognitifs. En effet, a
I'heure actuelle, il est pensé que la LTD est importante dans I'effacement des vieux souvenirs et
dans des circonstances nécessitant une adaptabilité comportementale comme les processus de
flexibilité cognitive (Nicholls et al., 2008 ; Collingridge et al., 2010).

e) Impacts de '’Af sur la transmission synaptique glutamatergique
hippocampique : focus sur les récepteurs NMDA

Les études basées sur le tissu post-mortem de patients, les modeéles animaux, les cultures
de neurones ou méme les organoides ont permis d’identifier que I’Af} possede un grand nombre
de cibles impliquées dans la communication neuronale (Ondrejcak et al., 2010 ; Palop & Mucke,
1010 ; Sivanesan et al., 2013). Cette diversité révele la complexité a faire émerger une image
précise de l'impact de I'amyloidogénése sur les processus amenant a terme a des déficits

cognitifs.
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Figure 11 : Schéma illustrant une partie des cibles de I’A8 sur la synapse tripartite glutamatergique
excitatrice, comprenant le neurone présynaptique, postsynaptique et également I’astrocyte. Tiré de
I'article original publié par Tu, 2014 : « Oligomeric AB-induced synaptic dysfunction in Alzheimer's
disease » dans le journal Molecular Neurodegeneration.

Au niveau des cellules neuronales, de nombreuses recherches se sont particulierement
concentrées sur I'impact de I'amyloidogénése sur la transmission glutamatergique et notamment
au niveau de I"hippocampe (Rudy et al., 2015 ; Findley et al., 2019 ; Conway, 2020). Prises dans
leur ensemble, les données de la littérature mettent en lumiére la toxicité de I’Ap sur un acteur
clé de la plasticité synaptique hippocampique : le récepteur N-methyl-D-aspartate (NMDA-R, voir
I’Encadré 2 pour une vision générale) du glutamate (Mota et al., 2014). Ainsi, les altérations de ce

récepteur par I’Ap pourraient participer aux modifications fonctionnelles de I'activité des réseaux
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neuronaux et a terme a une partie des déficits cognitifs retrouvés dans la MA. Une partie de ces
altérations (Figure 11) vont étre décrites dans le paragraphe suivant, et plusieurs revues récentes
donnent une vue plus compléte des effets toxiques de I’AB au niveau synaptique (Zhang et al,,

2016 ; Wang & Reddy, 2017 ; Liu et al., 2019 ; Babaei et al., 2021).

Au niveau hippocampique, une partie des altérations de la transmission glutamatergique a été
associée a une accumulation anormale du glutamate au niveau synaptique. En effet, de
nombreuses études ont rapporté que le peptide impacterait I'activité des cellules astrocytaires,
entrainant une recapture plus faible et une libération plus élevée de glutamate (Masliah et al.,
1996 ; Jacob et al., 2007 ; Walton & Dodd, 2007 ; Scott et al., 2011 ; Talantova et al., 2013). Ces
altérations engendreraient par conséquence une augmentation de la concentration de ce

neurotransmetteur dans la fente synaptique amenant a deux conséquences distinctes.

o La premiere serait une augmentation de la fréquence d’activation ou de la
cinétique d’ouverture des NMDA-R synaptiques. Ceci conduirait a une augmentation importante
et continue de Ca?* intracellulaire. Deux conséquences ont été identifiées : soit des processus
d’excitotoxicité (Cascella & Cecchi, 2021 ; Fani et al., 2021), soit a une désensibilisation puis une

internalisation des récepteurs, amenant in fine a une hypoactivité neuronale.

o La deuxieéme conséquence serait un « débordement » du glutamate en dehors de
la fente synaptique pouvant alors activer des NMDA-R extrasynaptiques. Or, une activation des
NMDA-R extrasynaptiques a été montré comme augmentant la production d’AB (Bordji et al,
2010). De plus, il a été montré que ces récepteurs se composent préférentiellement de la sous-
unité GIuN2B, suggérée comme favorisant la mort neuronale en stimulant des voies apoptotiques

(Ferreira et al., 2012 ; Lujan et al., 2012 ; Parsons & Raymond, 2014 ; Rush & Buisson, 2014).

Néanmoins, le glutamate ne peut pas activer a lui seul les NMDA-R, ce qui souligne la nécessité
de poursuivre les recherches concernant I'implication des co-agonistes dans les mécanismes

sous-tendant les dérégulations induites par I'AB.
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Parallelement, une diminution de la transmission inhibitrice a également été identifiée comme
pouvant participer a la dérégulation de la balance excitation/inhibition entrainée par
I'amyloidogénese (Petrache et al., 2019 ; Martin-Belmonte et al., 2020 ; Ruiter et al., 2020 ; Kazim
etal., 2021).

Enfin, certaines études suggerent qu’en plus d’étre corrélée I'établissement de certains déficits
cognitifs, la dérégulation des systémes de neurotransmissions excitateurs versus inhibiteurs
contribuerait a I'activité épileptiforme régulierement présente dans les phases précoces de la MA
(Stoiljkovic et al, 2018 ; Vossel et al., 2013, 2016, 2017 ; Dejakaisaya et al., 2021 ; Ranasinghe et
al., 2021).

De part leurs réles physiologiques, il n’est pas étonnant que la dérégulation des NMDA-R par I'AB
ait été associée a I'altération de différents types de plasticité synaptique. Ces altérations ont été
retrouvées a la fois par des investigations clinigues - a partir d’enregistrements
électrophysiologiques de tissus hippocampiques provenant de patients (Walsh & Selkoe 2002),
mais également dans des études précliniques rapportant une diminution de la LTP et/ou une
augmentation de la LTD (Kim et al., 2001 ; Li et al., 2009, 2011 ; Clark et al., 2015 ; Lei et al., 2016 ;
O’Riordan et al., 2018).

Bien gu'une grande quantité d’études se soit intéressée aux impacts de I’AB sur I'expression de la
plasticité synaptique, les mécanismes impliqués semblent complexes et demeurent imprécis a
certains niveaux. Comprendre les bases cellulaires et moléculaires expliquant comment I'AB
altere la plasticité synaptique et in fine les capacités cognitives selon I'avancée dans la pathologie,
pourrait aider a développer des thérapies plus efficaces contre la MA. Ainsi, la poursuite d’études
sur 'altération des NMDA-R et sur I'implication de ses agonistes/co-agonistes apparait étre une

stratégie pertinente pour 'identification de nouvelles cibles d’intérét dans ce contexte.
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4, Diagnostic & traitements symptomatiques de la MA

Actuellement, le diagnostic de la MA reste probabiliste, reposant essentiellement sur
I’observation clinique et se basant sur I’évolution de la dégradation des performances cognitives.
Un second aspect non négligeable du diagnostic repose sur I'élimination de toute autre forme de
démence ou d’autres pathologies pouvant expliquer ces déclins cognitifs. Trois degrés de
probabilités ont ainsi été établis : possible, probable et certain. En d’autres termes, un diagnostic
définitif de la MA ne peut étre établi a ce jour qu'avec un examen histopathologique post-mortem
du cerveau. Cela afin de s’assurer de la présence des caractéristiques neuropathologiques
cardinales de la MA, comme la présence de plaques amyloides, de DNF et d’une atrophie marquée
au niveau hippocampique.

Toutefois, les progres technologiques de ces derniéres décennies, associées a
I'approfondissement de nos connaissances dans les caractéristiques pathologiques, inspirent
actuellement le développement de biomarqueurs sensibles (Lashley et al., 2018 ; Rabbito et al.,

2020) dans le but d’aider développer des outils pour un diagnostic précoce de la MA.

Dans 'optique de compenser I'absence de traitement curatif, le meilleur moyen de soulager le
patient consiste actuellement a essayer de ralentir au mieux la progression de la maladie. Cela
implique deés lors une approche multimodale, combinant les traitements médicamenteux aux
interventions psychosociales, familiales et environnementales. A I'heure actuelle, peu de
traitements ont été mis sur le marché et leur efficacité reste limitée, comme lillustre le
déremboursement des traitements « anti-Alzheimer » par le gouvernement Francais en 2018
(Haute Autorité de Santé). Ces traitements médicamenteux se concentrent sur le rétablissement
du fonctionnement normal des systemes cholinergique et glutamatergique. En effet,
I'observation d’'une diminution de la transmission cholinergique au cours de la MA (Giacobini et
al., 2003 ; Bekdash et al., 2021) a entrainé le développement de stratégies thérapeutiques. Le
mécanisme d’action vise a rétablir une concentration normale d’acétylcholine dans la fente
synaptique en bloquant son élimination par I'acétylcholinestérase. Il existe actuellement trois
médicaments de cette classe commercialisés en France : le donepezil (ARICEPT®), la rivastigmine

(EXELONZ®) et la galantamine (REMINYL®). La seconde classe correspond a celle des antagonistes
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des NMDA-R. Cette classe médicamenteuse vise a s'opposer a la toxicité liée a la suractivation de
ces récepteurs au glutamate, comme abordé précédemment, mais dans des stades avancés de la
maladie (Parsons et al., 2007). Il n’existe aujourd’hui qu’un seul représentant de cette classe : la

mémantine (EBIXA®).

Bien que ces traitements offrent un certain répit symptomatique, I'amélioration est modeste et
temporaire, en partie due a une intervention trop tardive face aux altérations cérébrales
irréversibles. En effet, pendant des décennies, la recherche de thérapies médicamenteuses s’est
principalement concentrée sur un traitement visant a stopper l'amyloidogénése et les
mécanismes qui régissent I"apparition des DNF. A I'exception des résultats réévalués comme
positif de I'Aducanumab (Dhillon et al., 2021 ; Salloway et al., 2022) - une monothérapie récente
ciblant I'AB - les essais cliniques dans ces domaines n'ont pas réussi a démontrer |'efficacité de
nouvelles molécules / nouveaux traitements. L’enjeu actuel est donc de mieux comprendre les
mécanismes initiaux de la MA pour permettre un dépistage précoce et I'identification de cibles
thérapeutiques pertinentes, afin de pouvoir a terme améliorer la qualité de vie des patients et
leur entourage. C'est dans ce cadre que s’inscrit ce projet de thése qui vise a déterminer si la D-
sérine — en tant que co-agoniste des NMDA-R — est un acteur central de la pathologie amyloide,

en particulier a ses stades précoces.
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B. La D-sérine

La D-sérine fait partie de la grande famille des acides aminés (aa), molécules pouvant étre
retrouvées sous forme libre ou bien entrant dans la composition des peptides/protéines pour les
L-aa. A I'exception de la glycine, les aa possedent un carbone asymétrique, appelé centre chiral,
qui les rendent optiqguement actif. Cette particularité leur permet de dévier la lumiére soit vers la
gauche, soit vers la droite, selon s’ils appartiennent aux formes dites « |évogyres » dans le premier
cas, ou bien « dextrogyres » dans le second. Ces énantiomeres, les L-aa versus D-aa, peuvent avoir
des propriétés (affinité/efficacité) physiologiques différentes, mais également des voies de

synthése, de dégradation ou méme de transports qui leur sont propres.

1. Synthése/dégradation

L’histoire de la D-sérine est relativement récente. En effet, les acides aminés dextrogyres
ont longtemps été considérés comme restreints au monde des bactéries. Ce n’est qu’a la fin des
années 80, qu’un premier constituant dextrogyre a été découvert chez le rongeur et chez
I’'homme, i.e. D-aspartate (Dunlop, 1986). Il faudra attendre quelques années supplémentaires et
notamment le développement des techniques d’HPLC (high performance liquid chromatography
ou chromatographie en phase liquide a haute performance) pour différencier sans ambiguité les
énantiomeres et décrire ainsi pour la premiére fois, la présence de D-sérine dans le cerveau de
rongeurs (Hashimoto et al, 1992). Par la suite, la D-sérine a été décrite chez d’autres
mammiféres, dont '"homme (Miyoshi et al., 2009, 2011). La D-sérine est présente dans de
nombreux organes (Guevara & Mani, 2016) dont le cerveau et dans des proportions significatives
allant jusqu’a 1/3 de la sérine totale selon les régions étudiées (Hashimoto et al., 1993) (Figure

12).

La question de son origine s’est alors posée. Une premiére hypothése fut celle d’une origine
exogeéne, par l'alimentation ou par la flore bactérienne. Toutefois, ce postulat fut rapidement
réfuté (Nagata et al., 1994) en laissant place a celle de I'origine endogéne avec la découverte de

I’enzyme sérine-racémase (SR, Wolosker et al., 1999). Cette enzyme permet la synthése de D-
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sérine a partir de son précurseur qui n’est d’autre que son énantiomere, la L-sérine (Dunopl &
Neidle, 1997). Le passage de la forme |lévogyre a dextrogyre s’effectue avec une racémisation de
4 molécules de L-sérine pour obtenir 1 molécule de D-sérine et 3 molécules de pyruvate (De
Miranda et al., 2002 ; Figure 12). De plus, la SR a la particularité d’étre bidirectionnelle. En outre,
elle peut effectuer des réactions d’a et 3 éliminations a partir de L- ou D-sérine, amenant a la

production de pyruvate et d’ammonium, suggérant également une action catabolique.
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Figure 12 : lllustration schématique : de la synthese de la D-sérine par la sérine-racémase (SR) a
partir de la L-sérine, sa dégradation par la SR ou bien la D-amino-acid-oxydase (a gauche) et
plusieurs organes dans lesquels elle a été identifiée (a droite).

En second lieu vint la question de sa dégradation. Actuellement, deux voies possibles ont été
identifiées. La premiére est représentée par I'enzyme D-amino-acid-oxydase (DAAO), dont
I’expression a été trouvée inversement reliée aux taux de D-sérine dans différentes régions de
cerveaux de rongeurs (Schell et al., 1995 ; Wang & Zhu 2003 ; Puyal et al., 2006). De plus, les taux
de D-sérine ont été retrouvés augmentés dans des conditions ou la DAAO est impactée, aussi bien
dans des modeles d’animaux transgéniques (Nagata et al, 1992) que par inhibition
pharmacologique (Park et al., 2006). Toutefois, il est important de souligner que cette relation
n'est pas homogeéne dans toutes les régions cérébrales, en particulier dans certaines zones
corticales et dans la formation hippocampique, ou les taux de D-sérine ne se modifient que trés
peu lorsque la DAAO est inhibée (Nagata, 1992 ; Hamase et al., 2005). Ces observations ont

amené a la possibilité d’une seconde méthode de dégradation de la D-sérine dans ces régions. Il
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a donc été suggéré que celle-ci était assurée par I'action de la SR avec ses réactions d’a et 3

éliminations (Foltyn et al., 2005).

2. Localisation cellulaire

Au niveau central, la D-sérine et la SR ont été initialement vues comme exclusivement présentes
dans les astrocytes lors des premiéres années qui ont suivi sa découverte. Cela a conduit a
I’hypothese d’un réle de gliotransmetteur de la D-sérine (Wolosker et al., 1999 ; Schell et al.,
1995; Puyal et al., 2006). Cependant, comme récemment débattu dans la littérature
(Kartvelishvily et al., 2006 ; Mothet et al., 2019), les études favorables a cette vue ne disposaient
pas des contrbles appropriés pour affirmer définitivement I'origine gliale de la D-sérine. La
génération d'anticorps anti-SR plus sélectifs, de meilleures techniques de détection de la D-sérine,
associée a l'utilisation de souris transgéniques présentant une délétion de la SR sélective a
certains types cellulaires (neuronale versus astrocytaire) ont permis de mettre un terme a ce
débat. En effet, il a depuis démontré qu’en conditions basales, I'enzyme était exprimée
préférentiellement dans les cellules de type neuronal, incluant les cellules pyramidales et les

interneurones (Miya et al., 2008 ; Benneyworth et al., 2012).

Cependant, si la présence de SR apparait physiologiquement neuronale, plusieurs études récentes
indiquent qu’une expression au sein de certains types de cellules gliales apparaitrait en conditions
pathologiques. Par exemple dans des conditions inflammatoires spécifiques, les astrocytes
réactifs et les microglies activées pourraient exprimer la SR pour synthétiser et libérer de la D-

sérine (Wu et al., 2004 ; Li et al., 2018 ; Balu et al., 2019).

3. Turn-over synaptique

Actuellement aucun transporteur spécifique de la D-sérine n’a été identifié, que ce soit
pour sa libération ou bien sa recapture. Toutefois, ce champ d’investigation s’intensifie depuis

plusieurs années et la famille des transporteurs des aa neutres est actuellement montrée comme
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essentielle dans le turn-over synaptique de la D-sérine. Les transporteurs impliqués peuvent étre

de type « Alanine-Sérine-cystéine-Thréonine » (ASCT) et « Alanine-sérine-cystéine » (Asc).

La famille des transporteurs Asc comprend plusieurs sous types, mais seul I’Asc-1 est présent dans
le cerveau (Rosenberg et al., 2013). Ce transporteur laisse passer la L- et D-sérine - avec une forte
affinité pour cette derniére - et est exprimé préférentiellement dans les neurones (Fukasawa et

al., 2000, Nakauchi et al., 2000, Helboe et al., 2003).

La famille ASCT comprend deux sous types présents dans le cerveau : ASCT1 et ASCT2. Cependant,
ASCT2 ne transporte pas la D-sérine contrairement a I’ASCT1 qui transporte a la fois I'alanine, la
cystéine et la thréonine en plus de la L- et D-sérine (Utsunomiya-Tate et al., 1996 ; Kaplan et al.,

2018).

Un nouveau systéme transportant la D-sérine a récemment été identifié (Bodner et al, 2020).
Dénommeé « systeme A », ce dernier est composé des transporteurs Slc38al et Slc38a2 et permet
a la fois le passage de la D-sérine, la L-sérine mais également la glutamine ; en permettant le
passage extracellulaire au niveau intracellulaire des neurones post-synaptiques. Cette
information est importante car elle propose que les disponibilités de I'agoniste principal et du co-

agoniste du NMDA-R peuvent liées intimement.

En rassemblant les nombreuses données concernant la régulation synaptique de la D-sérine,

I’équipe du Pr Herman Wolosker associée a notre groupe propose I’hypothése d’'une navette a

sérine entre les neurones et les astrocytes qui est présentée en Figure 13.
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Figure 13 : Représentation schématique du modéle de la navette a sérine entre les astrocytes et les
neurones.

Ce modele débute par le transport du glucose du sang vers les astrocytes. Cette étape initiale est
importante, car la plus grande partie de la L-sérine cérébrale, synthétisée de novo, nécessite du
glucose. Celui-ci est transformé en 3-phosphoglycérate (3-P-glycerate), qui est a son tour converti
en 3-phospho-hydroxypyruvate (3-P-OH-pyruvate) par I'enzyme phosphoglycérate 3-
déshydrogénase (PHGDH). Cette étape précéde la biosynthése finale de L-sérine par les
astrocytes, précurseur qui est alors libéré dans le milieu extracellulaire via les transporteurs ASCT-
1. La L-sérine est alors captée par les neurones, principalement via le systéme A, ou elle est
convertie en D-sérine par la SR. Celle-ci est ensuite libérée du compartiment neuronal par le
transporteur Asc-1. Une fois dans la fente synaptique, la D-sérine peut étre recaptée soit au
niveau astrocytaire grace aux transporteurs ASCT-1, soit au niveau neuronal par le systéme A. En
partie basée sur ce modele, de récentes études proposent une régulation de type « autocrine »

de la D-sérine (Li et al., 2013 ; Coyle et al., 2020).
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La régulation de la D-sérine peut apparaitre complexe, et une des raisons pouvant I'expliquer est
gu’une régulation fine de sa disponibilité a la synapse est primordiale pour maintenir I'intégrité

des fonctions dans lesquelles elle est impliquée et qui vont étre abordées dans la section suivante.

4, Implications physiologiques et pathologiques de la D-sérine

a) Processus physiologiques

La D-sérine a été impliguée dans de nombreux processus physiologiques comme le
sommeil (Dai et al., 2019), certains processus de la physiologique rénale ou encore des processus
liés a la vision (Hesaka et al., 2021 ; Stevens et al., 2003). Toutefois, c’est au sein du systéme
nerveux central que son rble a été le plus étudié (Bardaweel et al., 2014). C’est sur ce dernier que
se concentre ce manuscrit de these, et plus particulierement sur I'implication de la D-sérine dans

les processus cognitifs et ses atteintes par I'amyloidogénese.

Si la D-sérine a été identifiée comme pouvant se lier au récepteur glutamatergique 62 (GluD2,
Naur et al., 2007) au niveau des cellules Purkinje du cervelet, elle est surtout reconnue comme
co-agoniste endogene des NMDA-R au niveau des synapses du cerveau antérieur. C’'est en 1997,
qgue I'équipe du Pr Schell s’est intéressée pour la premiére fois au lien entre la D-sérine et les
NMDA-R, en montrant a I'aide de marquages immunohistochimiques que ce D-aa possédait une
distribution superposable a celle de ces récepteurs (Schell et al., 1997). L'un comme 'autre était
en effet présent en grande quantité dans le cortex, la formation hippocampique, I'amygdale ou
bien le bulbe olfactif. Des études par microdialyse ont également montré que la concentration
extracellulaire en D-serine était comparable a celle de la glycine dans plusieurs aires cérébrales
(Hashimoto et al., 1995). De plus, il a été montré que la dégradation sélective de la D-sérine par
la DAAO atténue considérablement I'activation des récepteurs NMDA (Mothet et al., 2000).
Associés, ces résultats ont permis de considérer définitivement la D-sérine comme un co-agoniste

endogéne majeur des récepteurs NMDA, au méme titre que la glycine.

48



L'affinité de la D-sérine pour les NMDA-R, comparée a celle de la glycine, varie selon différents
parameétres (cf. Encadré 2). D’une part, en période post-natale, la D-sérine apparait avoir une
d’affinité plus forte pour les NMDA-R contenant la sous-unité GIuN2A, tandis que la glycine aurait
plus d’affinité pour la sous-unité GIuUN2B (Le Bail et al., 2014 ; Ferreira et al., 2017). Ceci est a
rapprocher de la localisation synaptique versus extra-synaptique de ces sous-unités suggérant
I'idée que les NMDA-R synaptiques et extra-synaptiques ne seraient pas activés par le méme co-
agoniste endogene. La D-sérine serait ainsi d’avantage associée aux récepteurs synaptiques et la
glycine aux récepteurs extra-synaptiques (Papouin et al., 2012). D’autre part, il est suggéré que la
D-sérine serait le principal agoniste endogéne des NMDA-R dans les aires cérébrales impliquées
dans des processus mnésiques, tandis que la glycine serait préférentiellement impliquée dans la
moelle épiniéere et le tronc cérébral (Mothet et al., 2000). Cependant cette dichotomie pourrait
étre encore plus compliquée. En effet, au sein méme de la formation hippocampique, la D-sérine
serait particulierement concernée dans les champs de la corne d’Amon, alors que la glycine serait
plus importante dans le gyrus denté (Le Bail et al., 2014). Enfin la nature du co-agoniste endogéne
principal pourrait évoluer au cours du développement post-natal comme montré dans la région

hippocampique (Fuchs et al., 2006 ; Le Bail et al., 2014).

Etant donné son rdle de co-agoniste indispensable a I'activation des NDMA-R, la D-sérine régule
de nombreuses fonctions, dont le neurodéveloppement, la synaptogénése (Diniz et al., 2012) et
I'expression de différentes formes de plasticités synaptiques, qu’elles soient de type
morphologique ou fonctionnelle (Yang et al., 2003 ; Junjaud et al., 2006 ; Zhang et al. 2008 ;
Billard et al., 2012). Compte tenu de I'importance de ces plasticités pour la genése de nombreux
processus cognitifs, la nécessité d’une régulation fine de la navette a sérine apparait comme un

mécanisme essentiel et comme une cible importante des processus pathologiques.
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b) Processus pathologiques

Un dysfonctionnement d’un ou plusieurs acteurs liés a la disponibilité de la D-sérine a la
synapse peut dés lors entrainer une altération du développement neuronal, ou bien participer a
la physiopathologie de nombreuses affections neurologiques ou neuropsychiatriques, dont des

exemples non exhaustifs sont présentés ci-dessous :

e Troubles anxieux

L'anxiété et les troubles liés aux traumatismes sont associés a des réactions de peur
excessives, comprenant souvent une incapacité a éteindre la peur apprise, un comportement
d'évitement accru, ainsi qu'une altération de la cognition et de I'hnumeur. Il existe une littérature
abondante démontrant l'importance de la fonction du NMDA-R dans la régulation de ces
comportements (Barkus et al.,, 2010). La D-sérine attire maintenant I'attention en tant que
principal co-agoniste NMDA-R dans les régions limbiques du cerveau impliquées dans les troubles
neuropsychiatriques. Les différents systémes qui régulent la disponibilité synaptique de la D-
sérine pourraient en effet étre ciblés pour améliorer la gestion pharmacologique des troubles liés

a lI'anxiété (Wolosker & Balu, 2020).

e Schizophrénie
La D-sérine a été suggérée comme intervenant dans |'hypothése d’une étiologie de la
schizophrénie faisant appel a un hypofonctionnement des NMDA-R. Une modification de la
disponibilité endogéne de D-sérine a été proposée comme |'une des causes sous-jacentes de cette
hypofonction (Cheng et al., 2021). Les preuves cliniques associant la D-sérine et la Schizophrénie
comprennent par exemple : une diminution du ratio D/L-sérine dans le liquide céphalo-rachidien
(LCR) et des niveaux de protéine de la SR dans le cortex frontal et la région hippocampique chez
des patients Schizophréenes (Hashimoto et al., 2005 ; Bendikov et al., 2007), des polymorphismes
du géne SR (Yamada et al., 2005 ; Morita et al., 2007) ainsi que des polymorphismes de la DAAO
et de son régulateur plG72 dans la maladie (Caldinelli et al., 2013 ; Pollegioni et al., 2018 ; Cheng
et al.,, 2021). En effet, quelques variants génétiques de la SR identifiés chez I'homme ont

également été associés a cette maladie, comme le rapporte la plus grande étude d'association
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pangénomique (GWAS) concernant les risques génétiques pour la Schizophrénie. Cette étude
incluait plus de 100 000 témoins et pres de 40 000 sujets atteints de schizophrénie. Cent-huit sites
génomigue ont été révélé comme ayant atteint un seuil significatif, dont I'un contenait le gene
de la SR. De plus, de récentes études ont rapporté qu’une dérégulation du complexe SR/DISC1
(Disrupted-In-Schizophrenia-1) contribue également a la schizophrénie. DISC1 stabilise la SR en
s’y liant et la perturbation du complexe SR/DISC1 a été montré comme induisant des
modifications comportementales semblables a ceux retrouvés dans la Schizophrénie (Jacobi et
al., 2019).

En conséquence, la D-sérine a été proposée comme agent thérapeutique pour le traitement de
la schizophrénie. Dans plusieurs essais cliniques controlés, son assimilation exogene a atténué
certains symptomes tout en améliorant la cognition de patients atteints de Schizophrénie
chronique (Van Horn et al., 2013). Cependant un consensus n’est pas encore atteint et la

recherche clinique et préclinique se poursuit dans cette voie.

e Accidents vasculaires cérébraux et traumatismes cérébraux

Les troubles aigus tels que l'ischémie et les traumatismes physiques cérébraux ont été mis en
relation avec une suractivation des NMDA-R qui induirait des dommages neuronaux pouvant étre
prévenus par des bloqueurs de I'activité NMDA-R, tel que la mémantine (Mustafa et al., 2010 ;
Lopez-Valdés et al., 2014). En parallele, une augmentation des niveaux de D-sérine a été trouvée
dans des modeéles d'ischémie simulée et provoguant une mort neuronale (Katsuki et al., 2004).
De plus, la neurotoxicité et le volume d'infarctus sont considérablement diminués apres
I'occlusion de I'artére cérébrale moyenne chez les souris SR-KO dépourvus de D-sérine, appuyant

I'implication toxique de I'acide aminé dans ce type d’affection (Mustafa et al., 2010).

e Sclérose latérale amyotrophique (SLA)

La SLA représente une maladie neuromusculaire caractérisée par un dysfonctionnement et la
mort des motoneurones entrainant une paralysie mortelle. Chez les patients atteints de SLA, une
activation anormale des NMDA-R induit une excitabilité excessive dans les réseaux neuronaux,

suivie d’une neurodégénérescence avec la perte des motoneurones du cerveau et de la moelle
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épiniére. Plusieurs études ont rapporté une augmentation des niveaux de D-sérine et de
I'expression de la SR dans des modeéles de souris transgéniques de la SLA (Sasabe et al., 2007,
2012). De plus, les patients atteints de SLA ont une altération des transporteurs du glutamate et
de la D-sérine dans la moelle épiniére et le cortex moteur, ce qui pourrait expliquer la
suractivation des NMDA-R (Sasabe et al., 2012). Paradoxalement, I'administration de D-sérine a
des souris mimant la SLA abaisse les niveaux de D-sérine dans la moelle épiniére, entrainant des
changements dans |'apparition et la survie qui sont trés similaires a la délétion SR (Thompson et

al., 2012).

e Maladie d’Alzheimer

Un autre exemple de I'implication de la D-sérine dans les maladies neurodégénératives est celui
de la MA. Une mini-revue publiée dans le cadre de cette thése, et repris ci-dessous, présente un
regroupement des données actuellement disponibles montrant I'implication de la D-sérine dans
les processus du vieillissement physiologique et pathologique, avec une considération du cas de
la MA (Ploux et al., 2021). Cette mini-revue introduit également le cadre de la problématique et

de I'objectif de cette these.
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Abstract

Among aging-induced impairments, those affecting cognitive functions certainly represent
one the most major challenge to face to improve elderly quality of life. In last decades, our
knowledge on changes in the morphology and function of neuronal networks associated with normal
and pathological brain aging has rapidly progressed, initiating the development of different
pharmacological and behavioural strategies to alleviate cognitive aging. In particular, experimental
evidences have accumulated indicating that the communication between neurons and its plasticity
gradually weakens with aging. Because of its pivotal role for brain functional plasticity, the N-
Methyl-D-Aspartate receptor subtype of glutamate receptors (NMDAr) has gathered much of the
experimental interest. NMDAr activation is regulated by many mechanisms. Among is the
mandatory binding of a co-agonist, such as the amino acid D-serine, in order to activate NMDAr.
This mini-review presents the most recent information indicating how D-serine could contribute to
mechanisms of physiological cognitive aging and also considers the divergent views relative of the

role of the NMDATr co-agonist in Alzheimer’s disease.

Keywords: synaptic plasticity, NMDA receptors, serine racemase, Alzheimer’s disease, glutamate,

L-serine
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1. Introduction

Beyond increasing life expectancy, improving health status of elderly is now one of the
most current important challenge to face in the field of research on ‘‘aging processes’’. Aging
is a natural biological process that affects the entire body. Notably, while affecting the brain,
cognitive decline and especially memory processes alterations, would play a pivotal role in the

poor quality of life of elders.

Although initially associated with neuronal loss, underpinning mechanisms of brain aging still
remain debated despite an extensive literature [1-5]. This may be related in part to limits of the
initial stereological methods used to estimate the neuronal density [6-8]. To date, the theory that
prevails does not consider the decrease in cells number as a hallmark of physiological aging,
but rather to its pathological aspect such as Alzheimer disease (AD) affording neuronal and

synaptic losses [3-5, 9-11].

Essential relay in the formation of many types of memory traces, the hippocampal formation
has been particularly studied, both in humans and animals [12-15]. Hence, in rodents [16, 17],
a decreased ability to consolidate long-term memory has been linked to a weaker capacity to
express long-term potentiation (LTP) of synaptic transmission (reviewed in [18]). Besides, a
rapid decay of hippocampal LTP was correlated to poor spatial memory performances in aging
rats, which probably contributes to the increased propensity to forget spatial information [19].
Overall, age-induced decrease in synaptic plasticity efficiency would impair capacity to encode
and/or consolidate new memories and would be in part responsible for loss of pre-existing ones
[20-22]. These synaptic functional alterations and the subsequent cognitive deficits have been
linked in part to a progressive deregulation of the activation of NMDA receptors (NMDAr).
NMDAr is a subtype of glutamate receptors generally views as critical to drive synaptic
plasticity in many brain areas [23-26]. In addition to glutamate, NMDATr activation requires the
binding of a co-agonist at its specific site. Initially attributed to glycine [27-29], subsequent
studies showed that D-serine could also play this role. Indeed, both the specific degradation of
the amino acid D-serine by the enzyme D-amino acid oxidase (DAAO) [30] and the genetic
deletion of its synthesizing enzyme serine racemase (SR) [31, 32], significantly altered NMDAr
activation. These results therefore led to consider D-serine as the main endogenous co-agonist
of synaptic NMDAr and further experiments confirmed the pivotal role of this amino acid in

the regulation of functional plasticity at many synapses throughout the brain (reviewed in [33]).
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2. D-serine in physiological aging

Alterations of functional plasticity associated with cognitive impairments observed across aging
naturally raised the question for a role of D-serine. Thereafter, it was observed that a
supplementation with the amino acid was able to prevent age-induced deregulation of NMDAr
activation and to restore hippocampal synaptic plasticity [34-37]. Beyond the decrease in
NMDAr density (or its subunits) initially evoked [38-41], these promising results rather argue

for a pivotal role of D-serine in functional mechanisms underlying cognitive aging [42, 43].

The beneficial effect of a D-serine supplementation could reflect a significant decrease in D-
serine levels with age, as supported in rodent hippocampal assays [34-36]. Interestingly, this
decrease is also found in human plasma levels [44]. Another explanation could have been a
decrease in the degree of NMDATr saturation, but autoradiographic studies performed in aged
rodents did not reveal changes in the specific affinity of the co-agonist binding site [34, 35, 45].
Besides, other results from preclinical investigations performed in rodents indicate that the
decrease in D-serine levels could rely on a weaker SR expression both at protein and messenger
RNA levels [34-36], though whether the activity of the D-serine synthesizing enzyme is altered
at the same time remains to be determined. On the other hand, the expression of the catabolizing
enzyme DAAO is not affected in aged animals, indicating that an acceleration of the degradation
of the amino acid does not contribute to the age-related decrease in D-serine levels [34-36]. The
synaptic availability of D-serine is also dependent on the activity of the Asc-1 subtype of neutral
amino acid transporters, which supports the release of D-serine from neurons [46, 47]. A recent
investigation indicates that Asc-1 activity remained unchanged in the aging hippocampus [48].
Considering that mechanisms underlying the degradation and release of D-serine are not altered
in physiological aging, alterations in synthesis therefore appears as the critical mechanism

underlying the age-related decrease of the NMDATr co-agonist availability [42, 43].

The decrease in SR expression and D-serine production possibly results from the
development of the oxidative stress (OS) that normally occurs with aging [49-52]. Indeed, both
deficits do not occur in the LOU/C rat [36], a model of successful aging characterized by a high
degree of resistance to OS [53-56]. They are also prevented in aged animals receiving a long-
term treatment with the reducing compound N-acetyl-cysteine in which the extent of OS is
minimized [57]. An increased oxidation of sulfydryl groups of SR [58] and/or changes in its
dimer active conformation [59] may be viewed as possible mechanisms underlying the

agerelated SR deregulation by OS. Interestingly, aged LOU/C rats show not only intact synaptic
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plasticity and NMDAr activation but also preserved memory abilities [55, 56, 60]. Compelling
all these available functional and behavioural data therefore indicates that a preservation of SR
activity and a robust synaptic availability of D-serine in cerebral tissues is essential to maintain
potent cognitive capacities in physiological aging (Figure 1). It is interesting to note that the
impaired learning of olfactory conditioning in aged drosophila, which also display decreased
D-serine levels, was reversed by feeding flies with the amino acid [61]. Nevertheless, a
supplementation with D-serine to prevent memory deficits in aged mammals has not been
considered yet although treatment with the related agonist Dcycloserine is clearly beneficial in
aged rodents [62, 63]. This is presumably because long-term treatment with D-serine induced

serious side effects, nephro- and hepato-toxicity notably [64, 65].

3. D-serine in Alzheimer’s disease

Although our knowledge on pathophysiological mechanisms underlying the onset and
development of Alzheimer's disease (AD) has increased exponentially these last decades, its
aetiology is far from being fully clarified. Indeed, AD is complex and multifactorial, with a
notable overlap between familial and sporadic forms. Its symptomatology has been associated
with a convoluted and multiple mechanisms, including an increase in the production of the
Bamyloid (AB) peptide that accumulates intracellularly while also aggregates in extracellular
deposits, and enhanced intraneuronal neurofibrils with hyperphosphorylated TAU protein.
These typical features are accompanied with gliosis and synaptotoxicity that finally results in

neuronal loss and brain atrophy (see [66] for a review).

The NMDAr represents one of the most predominant extracellular targets for AD-related
pathology. Indeed, even though still matter of debates, impairments of NMDAr are viewed as
core pathophysiological mechanisms of the disease [67-69]. Whereas synaptic glutamate loss
of availability is known to contribute to pathology [70, 71], changes in D-serine levels and

putative underlying processes remain so far subject of controversial views.

The first link between D-serine and AD came from biochemical investigations. Indeed, either
cerebrospinal fluid (CSF) or plasma changes in amino acid levels were observed in AD patients
[72-80]. Unfortunately, divergent results appear from one study to another, regarding the
magnitude but also the direction of these changes (Table 1). One possibility to account for the

discrepancies could be found on the Braak stage of the patients sampled since D-serine levels

58



are thought to progressively increase in the CSF across the progression of the pathology [78].
Further, increased expression of the D-serine synthetizing enzyme was found in the
hippocampus of Braak stage III-IV AD patients [81]. However, a significant rise of the
coagonist in the pathophysiology of the disease has been questioned by a subsequent analysis
but the Braak stage in this study was not clearly defined [72]. Finally, it’s worth mentioning
that an increase level of extracellular transcript of the phosphoglycerate dehydrogenase
(PHGDH) was recently reported in subjects at presymptomatic stage, i.e. before being
diagnosed AD [82]. PHGDH catalyzes serine biosynthesis in the brain from glucose [83].
Therefore, the elevation of its extracellular RNA may argue for an increase of D-serine brain

level during presymptomatic stage of the disease.

Similarly, this issue does not make consensus in the field of preclinical investigations
([78, 84-86], see Table 1). In fact, an increase of D-serine levels in hippocampal tissues has
been observed in several animal models of AD, including those with intracerebroventricular
injections of soluble oligomers of the AP peptide (APo) and genetic strains bearing several
mutations associated with familiar forms of AD [78]. Thus, preliminary results in the SXFAD
mouse model of AD displaying high and chronic elevation of ABo charge show a limited but
significant increase in D-serine levels (Ploux et al, abstract IDAR 2019). It has been previously
demonstrated in-vitro that Ao could promote transcriptional expression of SR and stimulate D-
serine release from both activated microglial cells [87, 88] and neurons [70]. More recently,
induction of SR expression has also been found in vitro in reactive neurotoxic astrocytes [89]
and in-vivo in the TgF344 rat model of AD [81]. Quite interestingly, SR knockout mice display
significant reduced brain lesion after acute injections of APo [90]. Finally, our preliminary
results indicate that the impairment of hippocampal synaptic plasticity and memory deficits
associated with the increased D-serine levels in 5XxFAD mice are rescued by a concomitant
deletion of the SR gene. Altogether, this set of results supports the view that D-serine is required

for the induction and development of the ABo-dependent pathophysiology.

However, this view is not so straightforward (Figure 2). Indeed, observations from two
transgenic mice models have extended the debate into the preclinical field on how D-serine
contributes to AD. In fact, a decreased synthesis of L-serine from glucose though PHGDH
astrocytic enzyme has recently been reported in 3xTg-AD mice [84]. Astrocytic L-serine was
proposed to regulate NMDAR activity to sustain D-serine production by neurons [91] that
would thus explain the altered synaptic plasticity observed in AD. The deficits of functional
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plasticity in the hippocampus and memory impairments in these 3xTg-AD mice [84] are rescued
by long-term treatments with either D- or L-serine, confirming the view of severe metabolic
dysfunction as a leading hallmark and cause of AD as previously proposed (see [92]).

Besides, a weaker amount of the NMDAr co-agonist was observed in Amyloid Precursor
Protein (APP) knock out mice [93]. This suggests that in addition to changes induced by
increased synthesis of soluble APo, the native protein is capable by itself to regulate D-serine
homeostasis.

The question of the potential modification of D-serine levels in AD and its opposite directions
found in the literature, points out several important aspects, notably due to predominant role of
D-serine as a NMDATr co-agonist, that remain to be solved. Several explanations could account
for the controversial results resumed above. First, as recently emphasized [94], the
quantification of D-serine levels must comply with strict procedures allowing a precise and
specific detection of the amino acid. However, all studies aimed at quantifying D-serine did not
fulfil all the validation criteria. Second, as discussed by Le Douce and colleagues [84]), results
may differ from one animal model to another since each of them reproduces only partially and
differently the mechanisms and severity of AD-associated pathophysiology. As for examples,
the intraneuronal AP rates may be very different among the animal models of amyloidogenesis.
Also, levels of soluble APo are not defined in the study of Le Douce [84] which may be too low
to impact SR activity. On the other hand, the glycemia and carbohydrate status of the SxFAD
mice used in the study of Ploux et al has not yet been considered, thus questioning putative
changes in L-serine availability. Advantages and limits of modelling the disease in animals has
been largely considered in the literature but our review, even by focussing on the specific role

of D-serine in AD, indicates that this question still remains an important and open issue [95].

3. Conclusion

Together, the results of clinical and preclinical studies show an undeniable variation in D-serine
levels in both physiological and pathological aging. Regarding the first aspect, studies agree on
a decrease in the availability of the amino acid that would directly impact functional synaptic
plasticity and memory capacities. These data are particularly stimulating to initiate the search
of future pharmacological treatments to compensate for the loss of D-serine. In contrast, a
therapeutic perspective regarding the pathological aspect of aging still remains utopic since the

view of how the amino acid behaves in both humans and animal models of AD does not make
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consensus. Nevertheless, one may speculate that the opposite decrease or increase in D-serine
levels reported along AD-related studies could be speculated as reflecting the slow development
of the disease and particularly of its amyloid progression. In conditions of low ABo production,
the alteration of glucose intake and consequently the reduced production of the precursor L-
serine could be considered as a critical mechanism that decreases D-serine levels in the early
stages of the disease. Then, as the APo production elevates, this mechanism could be overpassed
by the direct stimulation of SR activity, thus enhancing D-serine levels. This interesting schema
has now to be precisely evaluated and represents an essential milestone since it means that the
best effective therapeutic strategy of delivery of the amino acid should closely depend on the

stage of the disease.

A further point remains also to be considered for the evaluation of D-serine in AD. As recently
demonstrated, epigenetic mechanisms play a key role in the regulation of cerebral D-serine
levels [96]. Therefore, the evaluation of the impact of epigenetics in the expression of D-serine

degradation (DAAO) and synthesis (SR) enzyme genes should represent a major issue in AD.

On the other hand, this review indicates that there is still clearly a crucial need of animal models
really mimicking the slow progression and the changes in AP and Tau protein levels of human
AD. Hopefully, a new generation of models such as those currently developed with viral-
mediated gene transfer [97, 98] will certainly allow for more consistent results and clearer

understanding of the involvement of D-serine in the pathophysiology of AD.

Figure 1: Schematic representation of changes in D-serine availability at CA3/CAl

hippocampal synapses during physiological aging.

Once formed from glucose in astrocytes, the precursor L-serine shuttles to the neuronal
compartment to be converted into D-serine by serine racemase (SR). After being released in the
synaptic cleft, D-serine binds to NMDAr, together with glutamate, allowing activation of the
receptor. During the aging processes, the progressive installation of the oxidative stress
decreases the expression or the dimerization of SR, thus reducing D-serine synthesis.
Consequently, NMDAr activation is altered that impairs the expression of functional plasticity

such as long-term potentiation in neuronal networks and, ultimately of the memory encoding.
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Figure 2: Schematic representation of changes in D-serine homeostasis at CA3/CAl

hippocampal synapses during the progressive installation of amyloid-related pathophysiology
of AD.

At early stages of the disease with low levels of soluble A oligomers (left), glucose catabolism
is impacted that decreases the synthesis of the precursor L-serine, thus reducing D-serine levels.
This leads to weaker NMDAr activation, impaired functional plasticity in neuronal networks

and ultimately deficits of memory processes.
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Table 1:

Comparison of the different clinical and preclinical studies aimed at measuring p-serine contents in brain tissues, blood or cerebrospinal fluid (CSF).

CLINICAL DATA

PRECLINICAL DATA

Ref n®
79
75
73
78

80
72

74
76
77
Refn®
85
78

84
86

Subjects

AD

AD

AD

AD

MCI, mild, moderate to severe AD
AD

AD

AD

Amnestic MCI, mild AD, moderate AD and severe AD
MCI, mild, moderate to severe AD

Model

Wistar rats with A injections

APPSwe/PS1AE9 mice

C57Bl/6 mice with APo injections
3xTg-AD

Wistar rats with A injections

AD MMSE

12.7
(£6.2)

221
(£3.3)
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(+/- 5.00)

23.2,18.2,10.4, 28.1
Age
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Tissues
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CSF
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Serum

Serum
Peripheral blood
Sample
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Tissues
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AD: Alzheimer's disease, MCI: Mild cognitive impairment, MMSE: mini-mental state examination, HPC:
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Fig. 1. Schematic representation of changes in D-serine availability at CA3/CA1 hippocampal synapses during

physiological aging.
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Fig. 2. Schematic representation of changes in D-serine homeostasis at CA3/CA1 hippocampal synapses during the
progressive installation of amyloid-related pathophysiology of AD.

Highlights:

* D-serine levels decrease in physiological aging
* In Alzheimer's disease, changes in D-serine levels remain unclear
» The direction of changes may depend on the stage of the disease

Deux nouveaux articles ont été publié sur cette thématique entre la publication de la mini-revue

et la rédaction de ce manuscrit (Nuzzo et al., 2020 ; Piubelli et al., 2021). Ces travaux rapportent une

nouvelle fois des résultats opposés concernant la modification des taux de D-sérine dans la MA.
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C. Objectif : D-sérine : un maillon central de la physiopathologie amyloide ?

En parallele de I'allongement de I'espérance de vie, une élévation du taux d’incidence
des pathologies associées au vieillissement a été observée. C'est le cas de la MA dont I'age
représente le facteur de risque principal, en particulier dans sa forme sporadique. Associé a
un co(t sociétal prépondérant, cette affection est une préoccupation majeure en termes de
santé publique. Il n’existe a ce jour aucun traitement curatif de la MA. Une des explications
serait un diagnostic et une prise en charge trop tardive des patients, sachant que les
modifications cérébrales débutent vraisemblablement de fagon insidieuse 10 a 20 ans avant
les premiéres répercutions cliniques.

Afin de mettre en place le plus t6t possible des stratégies susceptibles d’améliorer
significativement la qualité de vie des patients et de leur entourage, un enjeu majeur est de
permettre un dépistage précoce et d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques
pertinentes. Dans ce contexte il est essentiel de s’intéresser a la résultante toxique de chacune
des caractéristiques déja identifiées dans la maladie.

C'est le cas de I'amyloidogénese qui a fait I'objet d’une recherche intense mais en se
concentrant principalement sur la recherche de stratégies thérapeutiques ciblant directement
la disponibilité du peptide amyloide. Cependant, mise a part le développement récent du
traitement Aducanumab ciblant la charge amyloide dans les phases prodromiques (Ferrero et
al., 2016 ; Selkoe et al., 2019 ; Dhillon et al., 2021), les résultats cliniques des nombreuses
études antérieures se sont révélés insuffisants. Une recherche fondamentale et préclinique
s’est donc récemment accélérée en se focalisant sur les mécanismes physiopathologiques de

I'amyloidogéneése aux niveaux cellulaire et moléculaire.

C’est dans ce cadre que s’est inscrit ma these, en cherchant a déterminer si I'acide aminé D-
sérine pouvait se révéler étre un acteur déterminant de la pathologie amyloide. En effet,
comme rapportée dans la revue précédente, les conclusions des études cliniques divergent
encore actuellement en ce qui concerne une modification des taux de D-sérine chez les
patients atteints de MA. Or, les études menées in vitro montrent que les taux de D-sérine
peuvent étre modifiés par le peptide amyloide et que I'acide aminé pourrait contribuer a ses

effets neurotoxiques.
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L’objectif principal de cette these a donc été de déterminer I'impact de la D-sérine dans un
contexte d’amyloidogénése renforcée. Ceci a été réalisé par I'étude du modele murin 5xFAD
lié aux formes familiales de la MA et présentant une accumulation amyloide rapide et
importante (Oakley et al., 2006). Les résultats de cette étude ont été comparés a ceux obtenus
avec un second modele innovant, les souris 5XxFAD/SR-KO, établi au laboratoire et obtenu par

croisement des souris 5xFAD et des souris SR-KO dépourvues de D-sérine.

La question de savoir si la D-sérine est un maillon central de la pathologie amyloide a été
abordée de facon intégrée, de maniere a avoir une vision la plus compléte possible. Ceci est
donc passé par une analyse du phénotype comportemental, de la plasticité fonctionnelle des
connexions CA3-CA1 hippocampiques et complétée par des études au niveau cellulaire et
moléculaire. De plus, trois ages d’intéréts ont été abordés. Ces trois ages ont été sélectionnés
en fonction de la cinétique d’apparition de la charge amyloide chez les souris 5xFAD et de ses
répercussions rapportées dans la littérature (Oakley et al., 2006). L'age de 1,5-2mois a été
sélectionné pour le stade précoce, correspondant a I'augmentation initiale des taux d’AB ;
I’age de 3-4 mois représentant une période intermédiaire ou les taux du peptide ont continué
a s’élever ; et I’age de 10-12 mois présente de I’AB retrouvé en trés grande quantité tout en

étant associé a de nombreux troubles comportementaux, bien établis a ce stade.
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Il.  Méthodologie

A. Animaux

1. Provenance et conditions d’hébergement

Lensemble des animaux utilisés lors de cette thése ont été fournis par I'établissement local
(Centre Universitaire de Ressources Biologiques, Université de Caen, Normandie, numéro
d’agrément : C14118015). Des souris males ont été utilisées dans ce projet aux ages de 1,5-2
mois, 3-4 mois et 10-12 mois. Les quatre groupes d’études comprenaient : les souris sauvages
C57BI/6 contrdles (wild-type, WT), SR-KO (Basu et al., 2009), 5xFAD (Oakley et al., 2006) et
5xFAD/SR-KO. Ce dernier modele a été développé au laboratoire en 2016. De plus, I'ensemble
des groupes expérimentaux utilisés possédaient un fond génétique C57BI/6 obtenu par
croisement avec les souris WT. Les souris 5XFAD co-exprimaient trois formes mutantes de I'APP
humain retrouvées dans la forme héréditaire de la MA (la mutation suédoise K670N/M671L ;
la mutation de Floride 1716V et la mutation de Londre V717I) et également deux des
transgenes PSEN1 (M146L ; L286V) sous le controle transcriptionnel du promoteur Thy-1

spécifique des neurones murin (lignée Tg6799).

La température et 'humidité de I'animalerie étaient maintenues a 21+2°C et 55+10%. Les
animaux étaient hébergés dans des cages en polycarbonate (37x23x18cm) a 10 maximum avec
un acces a l'eau et la nourriture ad libitum. Le milieu de chaque cage était constitué de sciure
de bois enrichi avec un igloo en carton et des filaments de papier kraft. Dans le but d’avoir des
animaux actifs lors des expérimentations, I’hébergement suivait un cycle d’éclairage inversé

(12h/12h, obscurité de 7h a 19h).

B. Caractérisation du profil amyloide

Afin de caractériser la présence et I'évolution de la charge amyloide des animaux
5xFAD et 5xFAD/SR-KO, deux analyses complémentaires ont été réalisées. La premiere a
permis de doser principalement les formes monomériques et oligomériques par immuno-
dosage. La coloration du tissu au Rouge Congo a été utilisée pour une seconde analyse qui

cherchait a observer la localisation et quantifier les dép6ts amyloides sous formes fibrillaires.
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1. Préparation des tissus

L'ensemble des animaux a été anesthésié a I'lsoflurane (5%) a I'aide d’un dispositif
gazeux d'O; et de N0 (30/70%), puis mis a mort par dislocation cervicale. Une fois le cerveau
isolé, les deux hippocampes bilatéraux ont été prélevés et placés dans un tube eppendorf.

Celui-ci était alors congelé dans de la carboglace et stocké a -80°C.

2. Dosage protéique par méthode BCA

Apres la congélation des tissus, chaque échantillon a été traité avec un tampon de lyse
(NaCl 0,15M; EDTA 0,01M; Triton 1% ; Tris 0,01M ; antiphosphatase 5 pastille /50mL;
antiprotéase 1 pastille /50mL), broyé grossierement a I’aide d’un pilon en plastique, puis passé
au sonicateur jusqu’a I'obtention d’un extrait lisse et homogene. Apres avoir été centrifugé a
1500 tour/minutes pendant 5 minutes a 4°C, le surnageant a été récupéré et placé a -20°C.
Une partie de I’échantillon a été utilisée de maniére a connaitre la quantité totale de protéines
contenue. Basé sur une réaction a I'acide bicinchonique (BCA, Paul Smith, 1985), le dosage a

été réalisé a I'aide du kit Micro BCA Protein Assay Kit (Thermofisher®, #23235).

3. Dosage AP par le kit MSD V-PLEX AB peptide panel 1 (4G8)

Le reste du surnageant a été envoyé a la plateforme de cytométrie et immunobiologie de
I'institut Cochin a Paris, ou les dosages ont été réalisés a I'aide du kit MSD (Meso Scale
Discovery, K15199E-2) V-PLEX AB peptide panel 1 (4G8). Ce kit est composé d’une plaque pré-
coatée d’anticorps de capture sur des points indépendants (Figure 14) et bien définis dans

chaque puit, selon l'isoforme d’AP dosé (ABao et ABa42) (Figure 13).
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Figure 14 : Schéma présentant le principe de capture et de détection des différents isoméres
AB au sien d’'un méme puit, a partir de kit MSD V-PLEX A8 peptide panel 1.

Chaque échantillon était déposé au fond de puits contenant une solution d’anticorps de
détection, eux-mémes conjugués a une étiquette électrochémoluminescente (MSD SULFO-
TAG) se liant aux peptides AB. Un courant électrique était alors appliqué aux électrodes de
carbone, présentes au sein de la plaque, et entrainant une émission de lumiére par les
étiquettes SULFO-TAG. La lecture de la plaque permettait ensuite de mesurer l'intensité
lumineuse émise de facon proportionnelle a la quantité de peptide AB présent dans
I’échantillon. Une fois la quantité de protéines totales et d’Ap déterminée, un ratio

AB/protéines totales a été calculé.

1. Coloration au Rouge Congo

Concernant le marquage des formes fibrillaires, une coloration au Rouge Congo - un

colorant anionique se déposant au sein des fibrilles amyloides - a été réalisée.

a) Coloration

Les coupes de cerveau ont été rincées dans un tampon phosphate (PB 0,1M), montées
sur des lames gélatinées et séchées a température ambiante pendant 3 jours. Les lames ont

par la suite été plongées dans différents bains successifs. Le premier a permis une
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réhydratation des coupes dans de I'eau déionisée (5min), avant une immersion dans de
I’'hématoxyline de Meyer (10min), permettant la coloration des noyaux cellulaire. Un rincage
a I'eau du robinet (5min) a alors été effectué avant I’alcalisation des coupes dans une solution
alcooligue saturée en chlorure de sodium, contenant elle-méme 1% d’hydroxyde de sodium
(20min). La coloration des dépots amyloides a été permise par une solution au rouge Congo
(Merck, Kit Rouge Congo #HT60) - préalablement filtrée - contenant 1% d’hydroxyde de
sodium (20min). Pour finir, les coupes ont été déshydratées par deux solutions d’éthanol a
100° et 90° (60sec), puis placées dans un bain contenant le milieu de rincage (Rotihistol
#6640.1, 7min). Les lamelles ont ensuite été montées sur les lames a I'aide du milieu de

montage (ROTI®Histokitt #6638.1).

b) Numeérisation et analyses

Une fois les lames scannées au centre CMABIO (Caen) a un grossissement x20 en
lumiére blanche, la région hippocampique a été délimitée sur chaque coupe a I'aide du logiciel
QuPath®. Le nombre de plaque par région (en mm?) a été identifié grace a un programme de

comptage automatique développé par Dr. Nicolas Elie du CMABIO.

C. Etude du profil inflammatoire et d’expression de la SR

Afin d’étudier la présence d’astrocytes réactifs et I'expression de SR dans un contexte
d’amyloidogénése accentuée 5xFAD, une immunofluorescence de la protéine « Glial fibrillary
acidic protein » (GFAP), couplée au composé C3 et a I'enzyme SR, a été réalisée en
collaboration avec I'équipe du Dr Darrick Balu (Harvard Medical School, McLean Hospital,

USA).

Aprés un rincage dans une solution de PBS (0,1M 3x5min), les coupes étaient placées dans
une solution composée d’un agent bloquant (Santa Cruz Biotechnology, #sc-516214) et de
triton (0,1%) pendant 1h a température ambiante, afin de minimiser les bruits de fond liés aux
liaisons non spécifiques des anticorps. Les coupes ont ensuite été incubées avec les anticorps
primaires : anti-SR, anti-GFAP et anti-C3 (mouse anti-SR au 1:200, Santa Cruz Biotechnology
#sc-365217 ; rabbit anti-GFAP au 1:1000, Santa Cruz Biotechnology #sc-365217; goat anti-C3

au 1:150, Santa Cruz Biotechnology #sc-55463) toute la nuit a 4°C et toujours dans la solution
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composé d’agent bloquant et de triton (0,1%). Une fois rincées (PBS 0,1M 3x5min), les coupes
ont alors été incubées pendant 2h a température ambiante avec un anticorps de chaine légére
Kappa biotinylée de souris (Santa Cruz Biotechnology #sc-516142 ; 1:100) dans la solution de
blocage +0,1% de Triton-100 pendant 2 heures. Les coupes ont ensuite été rincées dans du
PBS 0,1M 3x5min, puis incubées avec les anticorps secondaires (Streptavidin Alexa Fluor 647
au 1:2500, Thermo Fisher #521374 ; donkey anti-rabbit alexa 488 au 1:500, Thermo Fisher
#A21206 ; donkey anti-goat alexa 568 au 1:500, Thermo Fisher #A11057) a température
ambiante pendant 2h. Un rincage au PSB (0,1M 3x5min) a ensuite été réalisé avant une
incubation des coupes de cerveau avec un marqueur de noyaux cellulaires (Hoechst 33342 au
1:5000, Thermo Fisher #H43570), suivi d’un dernier rincage au PSB (0,1M 3x5min) avant d’étre

montées sur lames et lamelles.

D. Détermination des taux d’acides aminés cérébraux par technique d’"HPLC

La quantification des taux d’acides aminés a été réalisée pour les différents groupes
expérimentaux en collaboration avec I’équipe du Pr. Herman Wolosker (Israél). Chaque animal
a été euthanasié par dislocation cervicale, puis décapité dans le but de récupérer le cerveau
et procéder a la dissection des hippocampes.

Chacun des deux hippocampes prélevés était déposé dans un tube eppendorf individualisé
préalablement pesé a vide et dont le poids plein a été déterminé. Dans le but d’empécher les
protéases ou les enzymes de dénaturer les acides aminés étudiés, de I'acide trichloroacétique
(TCA, Merck #T6399) a été ajouté dans chaque tube qui était ensuite congelé a I'azote liquide
puis stocké a -80°C.

L’équipe du Dr. Herman Wolosker a déterminé les taux d’acides aminés, dont ceux de la D-
sérine, avec une analyse par chromatographie liquide haute-performance (HPLC pour high-
performance liquid chromatography) a partir du protocole initialement décrit par I’équipe du
Pr. Hashimoto (1992), a la différence que I'aa D-adipique a été substitué a l'acide L-

homocystéique comme standard interne.
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E. Enregistrements électrophysiologiques par dérivation extracellulaire

Les enregistrements électrophysiologiques par dérivation extracellulaire, ont permis
d’étudier I'activité synaptique d’une population de neurones au sein de tranches fraichement
isolées. L'ensemble des enregistrements de ce manuscrit a concerné I'activité des réseaux

neuronaux de I'aire CA1 de I'hippocampe.

1. Préparation des tranches d’hippocampe

A la suite d’'une anesthésie par inhalation d’Isoflurane 5% dans un mélange gazeux d’'O;
et N2O (ratio 30/70%), chaque animal a été mis a mort par dislocation cervicale et décapité.
Une fois extrait de sa boite cranienne, le cerveau était déposé rapidement dans une solution
de liquide céphalo-rachidien artificiel (aCSF : artificial cerebrospinal fluid) porté a 4°C dans le
but de ralentir les processus de dégradation des tissus.

L'aCSF a été préparé a partir d’'une solution mére, préparée en amont, avec la composition
suivante : NaCL 124mM, KCL 3,5mM, MgS04 1,5mM, NaH2P0O4 1,2mM et CaCl; 2,5mM. Juste
avant la dissection, cette solution mére a été diluée (1/10°™¢) et du D-glucose (11mM) et du
bicarbonate de sodium (NaHCOs, 26,2mM) y ont été ajoutés. Cette solution fille a ensuite été
équilibrée a un pH de 7,4 par oxygénation avec du carbogéne (mélange 95% O, et 5% CO,).

Chaqgue hémisphére hippocampique a ensuite été disséqué et isolé avant d’étre préparé sous
forme de tranches de 400um d’épaisseur obtenues selon un plan transversal a I'aide d’un
« tissue chopper » (Mc llwain®). Chaque tranche hippocampique recueillie était déposée dans
un bécher reposant lui-méme dans un bain-marie rempli d’aCSF oxygéné et maintenu a 28-
30°C. Ces tranches étaient ensuite laissées au repos (minimum 1h), temps nécessaire pour
permettre la reprise progressive des réactions biochimiques tissulaires. Une fois ce délai
passé, une tranche était déposée délicatement au centre d’une cuve d’enregistrement,

comme présenté dans la description du dispositif expérimental.

2. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental d’électrophysiologie extracellulaire (Figure 15) était

composé de différents éléments permettant : le maintien des coupes hippocampiques dans
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des conditions optimales, la stimulation électrique des fibres afférentes et I'enregistrement

de potentiels de champs et I'analyse des signaux regus.

Coupe transversale
d’hippocampe de souris

Electrodes de stimulation
(2 poles)

()
Electrode
d’enregistrement
(aves sa pointe)

Filet de maintien de la

Figure 15 : Photographie du dispositif d’électrophysiologie ex vivo extracellulaire montrant les
différents éléments nécessaires a l'enregistrement du signal.

La table d’expérimentation était reliée a un systeme de masses permettant de filtrer les

interférences extérieures liées au rayonnement 50Hz contaminant.

84



La coupe de cerveau était disposée au centre d’une cuve d’enregistrement (1,5cm de diametre
sur 1,3cm de haut, Figure 15.2) ou elle était maintenue entre deux filets en nylon et
continuellement perfusée avec de I'aCSF oxygéné grace a une pompe péristaltique (Fisher
POMPE C/L 80 T/MIN 115/230V, Figure 15.2). La cuve d’enregistrement était reliée a une
deuxiéme cuve juste en arriére de la premiére par un canal interne ou était récupérait I'aCSF
circulant grace une seconde pompe (Figure 15.3), ceci permettant d’obtenir un circuit fermé
de perfusion d’aCSF et oxygéné a un débit +2ml/min maintenu a température ambiante. Deux
électrodes étaient alors introduites dans la tranche qui permettaient la stimulation et
I’enregistrement des signaux :

- Une électrode de stimulation bipolaire en acier (PHYMEP®, UESMGESEKNNM,
~10MQ) (Figure 15.4). L'un des poOles était positionné au niveau des collatérales de
Schaeffer constituées par les axones récurrents des cellules pyramidales du champ
CA3, tandis que l'autre était situé juste au-dessus, dans le bain d’aCSF.

- La seconde électrode (Figure 15.5) correspondait a une microélectrode
d’enregistrement en borosilicate (PHYMEP®, 30-0057 GC-150F-10, ~5MQ), obtenues a
partir d’un capillaire et mise en forme a I'aide d’une étireuse (Narishige®, PB7). Elle
était remplie de NaCl 2M indispensable pour que le circuit d’enregistrement puisse
repérer les modifications de potentiel. L’électrode d’enregistrement était positionnée
dans la couche stratum radiatum de l'aire CAl, la ou se localisent les arbres

dendritiques des neurones pyramidaux.

Deux micromanipulateurs encadraient la cuve d’enregistrement : le premier (World Precision
Instruments®, MM3301, Figure 15.6) a descente manuelle supportait I'électrode de
stimulation et l'autre (QUAD®, Figure 15.7) portait I'électrode d’enregistrement dont la
descente dans la tranche pouvait étre controlée au dixieme de microns prés. Une loupe
binoculaire - au grossissement x10 -était placée au-dessus de la cuve d’enregistrement de
facon a bien visualiser la coupe et contréler 'emplacement des électrodes (Figure 15.8).

En vue de produire des stimuli électriques a I'intensité désirée, I'électrode de stimulation était
raccordée a une boite de stimulation (Digitimer® Ltd DS3, Figure 15.9). De son c6té, I’électrode
d’enregistrement était reliée a une téte de mesure (Axon Instruments®, HS-2) via un filament
d’argent. Le signal passait ensuite par un systeme de filtres passe haut/passe bas et

d’amplification du signal (Tektronix®, AM502, Figure 15.10). Ce premier traitement était suivi
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par un second assuré par un filtre humbug (Questscientific®) permettant de supprimer les
signaux 50Hz internes produits par les appareils électriques du dispositif d’enregistrement
(Figure 15.11). Le signal était enfin digitalisé pour étre reconnu et traité par le logiciel
d’analyse WinLTP®, version 2.30 (Anderson & Collingridge, 2001) préalablement installé sur

un ordinateur.

3. Enregistrements des potentiels de champs par dérivation extracellulaire

A la suite de la stimulation électrique des collatérales de Schaeffer, différentes
composantes successives pouvaient étre enregistrées au niveau du stratum radiatum (Figure
16). Une premiere déflexion négative correspondait a I'artéfact de stimulation, visualisant
I'application du stimulus. Une seconde représentait la « volée afférente » (FV pour fiber
volley), dont la mesure de pente représentait la proportion de fibres présynaptiques activées.
Le tracé faisait ensuite apparaitre une troisieme composante qualifiée de potentiel de champ

postsynaptique excitateur (fEPSP pour field Excitatory post-synaptic potential).

tension (mv)
0,5

-0,5

@ Artefact de stimulation
@ Volée afférente (FV)

(B Champ postsynaptique excitateur (fEPSP)

05 1 temps (ms)

Figure 16 : Schéma représentant les trois composantes du signal enregistrées au niveau du
stratum radiatum de I'aire CA1 en réponse a la stimulation des collatérales de Schaeffer : 1)
artéfact de stimulation, 2) volée afférente (FV pour fiber volley), 3) champ postsynaptique
excitateur (fEPSP pour field excitatory post-synaptic potential).
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Cette réponse représente la modification ionique du milieu extracellulaire en réponse a la
mise en jeu d’un réseau cellulaire, incluant la dépolarisation des cellules pyramidales, ainsi
que l'activation des interneurones inhibiteurs et des cellules gliales. Son amplitude a été
proposée comme étant une fonction du produit de 3 parametres : le nombre de sites de
libération du neurotransmetteur, la probabilité de libération du neurotransmetteur, et

I'amplitude de la réponse de |'unité postsynaptique a chaque site de libération.

4, Application d’agents pharmacologiques

L'application d’agents pharmacologiques était réalisée directement dans un bain
d’aCSF a la concentration désirée suivant un circuit de perfusion spécifique a chaque drogue.
Unintervalle de 15min était systématiquement respecté entre I'arrivée de I’agent dans la cuve
d’enregistrement et le début des mesures dans le but de permettre une diffusion optimale
dans les tissus. L'ensemble des agents pharmacologiques appliqués dans ce projet provenait
de chez Tocris: D-sérine (#0226), NBQX ou 2,3-dioxo-6-nitro-7-sulfamoyl-
benzo[f]quinoxaline : antagoniste des récepteurs AMPA (#1044), Bicuculline : antagoniste
compétitif des récepteurs GABAa (#2503). L'enzyme recombinante D-sérine désaminase de
Escherichia coli purifiée (DsdA, Shleper et al., 2005) a également été utilisée pour éliminer la
D-sérine des tranches d’hippocampe et qui est au moins trois fois plus efficace que la DAAO

pour éliminer la D-sérine.

5. Protocoles de stimulation
a) Etude de la transmission synaptique basale

Dans un premier temps, I'efficacité de la transmission synaptique de base a été évaluée
en établissant une courbe d’entrée/sortie (courbe I/0O pour « input/output »). Dans ce cadre,
les stimulations étaient délivrées a basse fréquence (toutes les 10sec) a partir d'une gamme
de stimuli allant de 100pA a 500uA, par incrément de 100pA. Pour chague intensité, la pente
respective de la FV et du fEPSP était déterminée aprés le moyennage de 3 traces réalisé par le
logiciel WinLTP. Une mesure du rapport fEPSP/FV a été utilisé comme indice d’efficacité

synaptique.
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b) Etude de I'activation isolée des récepteurs NMDA

De facon similaire au protocole de la transmission de base, I’activation synaptique des
NMDA-R a été isolée et évaluée a basse fréquence en réalisant des courbes 1/0. Dans ce cas
cependant, les réponses étaient enregistrées dans un bain d’aCSF appauvri en Mg2+ (0,1mM),
permettant la levée du blocage des NMDA-R exercé normalement par ces ions. De plus,
I’'antagoniste NBQX (10uM) était également présent afin de bloquer I'activité des récepteurs

non NMDA-R (AMPA et kainate).

c) Etude de la plasticité synaptique

Deux formes de plasticités fonctionnelles ont été évaluées dans ce travail : une
plasticité a court terme, la paired-pulse facilitation et une plasticité a long-terme, la
potentialisation a long terme.

(1) Paired-pulse facilitation (PPF)

La « Paired-Pulse Facilitation », ou PPF, est une plasticité mettant en jeu I'élément
présynaptique lorsque deux stimulations de méme intensité sont appliquées successivement
dans un intervalle de temps trés rapproché (entre 10ms et 1sec). Ce protocole entraine
généralement une augmentation de la pente du second fEPSP (Figure 17), correspondant a

une libération accrue de glutamate par I'élément présynaptique (Asztely et al., 1996).

Paired-Pulse Facilitation, PPF

Stimulation 1 Stimulation 2

Intervalle = 30ms

i fepsp2 :

Seeenenes pesasanened

fEPSP 1 < fEPSP 2

Figure 17 : Schéma illustrant la Paired-Pulse facilitation (PPF).
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Cette augmentation est mesurée par un rapport (>1) de la pente du second fEPSP sur la pente
du premier. Le protocole utilisé dans ces travaux de thése s’est focalisé sur un intervalle de
30ms qui a été montré précédemment par I'équipe comme intervalle donnant une PPF

optimale.

(2) Long-term potentiation (LTP)

La méthodologie permettant I’étude de la LTP — dont le principe a été présentée dans

I’encadré 2 — peut étre décomposée en trois parties (Figure 18)

LTP

@ ®

+—»

Temps (min)
-15 TStimulation (T=0) 60

@

Figure 18 : Schéma représentant le principal général des différentes composantes de la
potentialisation a long terme (LTP). 1) ligne de base stabilisée lors des 15 minutes précédant la
stimulation 2) stimulation conditionnante HFS (1sec x 100Hz) 3) période d’analyse de la
plasticité a long-terme dont I'amplitude est mesurée sur les 15 derniére minutes de I'expérience.

Dans la premiere (Figure 18.1), une ligne de base est recherchée par |'obtention de fEPSPs
induits toutes les 10sec et moyennés sur 2 intervalles (30sec), fEPSP qui devait présenter une
pente stable pendant 15min. Dans ce travail, I'intensité de stimulation était alors ajustée dans
chaque tranche pour enregistrer un fEPSP avec une valeur de pente autour de -0.1mV/ms.

La seconde phase (Figure 18.2) correspond a I'application de la stimulation conditionnante
dont les caractéristiques different également selon le type de plasticité étudié. Dans ce travail,
un protocole de stimulation bréve et a haute fréquence HFS (high frequency stimulation, Park
et al., 2014), correspondant a une stimulation a 100Hz pendant 1sec, a été appliqué pour la

LTP.
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La troisieme et derniére phase (Figure 18.3) consiste en |'’enregistrement des fEPSPs suivant
le méme protocole que celui utilisé pour la ligne de base mais pendant une durée de 60min
afin de déterminer I’évolution de la réponse sur le long terme. Le niveau de plasticité est alors
déterminé en comparant la valeur de la pente du fEPSP post-tétanique a la valeur moyenne

calculée sur 'ensemble de la ligne de base

F. Etude comportementale

De maniére a évaluer I'implication de la D-sérine dans les déficits cognitifs retrouvés
dans un contexte d’amyloidogéneése, différents tests comportementaux ont été réalisés.
Aprées leur arrivée et avant le passage en tests, les animaux utilisés ont été manipulés
guotidiennement par le méme expérimentateur sur une période allant de 1 a 2 semaines. Les
cages ont été placées dans la salle de test 30min avant le début de chaque expérimentation
et les dispositifs expérimentaux ont été nettoyés avec une solution d’éthanol (70%) entre le
passage de chaque souris. L'ensemble de ces mesures avait pour but de minimiser le stress di
a la manipulation, au changement d’environnement ainsi qu’a I'odeur de la personne ou de

I’'animal précédant.

1. Evaluation de I'activité locomotrice spontanée

Le test d’actimétrie (Boissier & Simon, 1965) a permis d’évaluer 'activité locomotrice
spontanée et individuelle des souris. Le dispositif utilisé était une boite d’actimétrie
(IMETRONIC®), correspondant a une cage en Plexiglas (19cm x 11cm x 14cm, Olux) munie de
faisceaux infrarouges paralleles (Figure 19) dans laquelle chaque animal pouvait se mouvoir.
Les interruptions des faisceaux par les souris en mouvement étaient alors captées par des
cellules photoélectriques et enregistrées par l'intermédiaire d’'un systeme automatisé

déterminant ainsi I’activité locomotrice de chaque animal.
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Figure 19 : Schéma de la cage d’actimétrie munie des faisceaux infrarouges paralléles.

Chaque souris était déposée dans la cage et avait 30min pour explorer librement son
environnement. L'enregistrement de I'interruption des faisceaux et son traitement permettait
d’avoir acces a plusieurs variables, a savoir : I'activité en avant, |'activité en arriere, le nombre
de va et vient — I'ensemble de ces trois mesures correspondant a I’activité horizontale — et le

nombre de redressement, correspondant a |'activité verticale.

2. Evaluation des comportements liés a I'anxiété
a) Openfield

Le test de I'openfield (Seibenhener & Wooten, 2015) a été réalisé a partir d’'une
enceinte carrée (Figure 20). L'observation de I’'animal en situation libre permet d’obtenir des
informations sur son niveau d’anxiété, car il est mis dans une situation de choix : d’'un coté
I’aversion naturelle pour les zones découvertes (les exposant a leur prédateur) et de I'autre,
la préférence a explorer activement un nouvel environnement (néophilie). L'openfield a donc
été délimité virtuellement en une zone centrale et périphérique. Les animaux passant le plus
de temps dans la région centrale étaient considérés comme moins craintifs (ou de type
"anxieux") que ceux préférant I'espace périphérique. Par ailleurs, afin d’optimiser le
comportement exploratoire des animaux, les expérimentations ont été réalisés en obscurité
totale (Olux). Le tracking de chaque vidéo enregistrée (Ethovision ; Noldus®, version 15) a été

permis par le planché infrarouge de I'openfield.
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Zone périphérique

20cm
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Zone centrale

Figure 20 : Schéma du dispositif de I'openfield et des zones centrale et périphérique, délimitées
virtuellement.

La déambulation de chaque souris dans I'openfield a été suivie pendant 30min, aprés avoir
été introduite dans la zone périphérique, nez a la paroi. L’analyse des résultats obtenus s’est
concentrée sur le temps passé et la distance parcourue dans chacune des zones. Le temps et
le pourcentage de distance parcourue dans la zone centrale sont considérés comme les index

principaux reflétant les comportements liés a I’'anxiété dans ce test.

b) Boite noire et blanche

Le dispositif utilisé (BIOSEB® LETICA 810) était composé de deux compartiments
communicants (Figure 21). Une lampe a été placée au-dessus du compartiment blanc de facon
a présenter a ce niveau une luminosité importante de 1700lux alors qu’une une lampe a
lumiére rouge — n’appartenant pas au domaine du visible des souris — a été placée au-dessus

du compartiment noir, maintenant une obscurité importante dans ce compartiment (340lux).
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Compartiment noir

Compartiment blanc

Figure 21 : Schéma du dispositif de la boite noire et blanche.

Le protocole débutait en déposant I'animal au centre du compartiment blanc. Il avait ensuite
2min pour entrer dans le compartiment noir, sans quoi il était retiré du dispositif et exclu de
I’expérience. Les souris passant ce critere avaient alors 5min pour explorer librement les deux
compartiments (Lelong-Boulouard et al., 2006) avant d’étre remis dans leur cage avec leurs
congénéres.

Plusieurs variables ont été relevées manuellement : la latence du premier passage du
compartiment blanc au noir, le nombre de transition entre les deux espaces, le nombre de
redressement et le temps passé dans chague compartiment. Cette derniére est d’ailleurs
considérée comme l'index principal lié a I'anxiété de ce test. Une diminution du temps passé
dans le compartiment blanc/aversif et augmenté dans le compartiment noir, reflétait une

augmentation d’'un comportement de type anxieux et inversement.

3. Evaluation des performances mnésiques

a) Alternance spontanée

Le dispositif du labyrinthe en Y (Anisman, 1975) est couramment utilisé pour
déterminer les performances de mémoire de travail immédiate a composante spatiale, en se

basant sur le comportement dit « d’alternance spontané » inné des rongeurs. Le labyrinthe
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utilisé dans cette étude était constitué de 3 bras en plexiglas (A, B et C) de taille égale (Figure
22) avec une luminosité de 48lux appliqguée au centre du dispositif et de 28lux au bout de
chaque bras. Les deux intensités correspondent a des luminosités tres faibles pour maximiser
I’exploration de I'animal. Aucun indice permettant de discriminer les différents bras n’a été
placé dans le labyrinthe mais des indices visuels distaux (posters) étaient disposés sur les murs

de la salle de test.
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Figure 22 : Schéma du dispositif du labyrinthe en Y utilisé pour le test de I'alternance spontanée.

La session débutait en placant une souris a I'extrémité périphérique d’un des bras et qui avait
alors 8min pour explorer librement le labyrinthe. Plusieurs variables ont été mesurées
manuellement, a savoir : I'identité du bras lors de chaque entrée (A/B/C), le nombre total
d’entrées et le nombre de redressements. Une entrée était prise en compte seulement
lorsque les quatre membres de la souris étaient a I'intérieur d’un bras. Une alternance était
définie comme une entrée consécutive dans les trois bras différents, quelque que soit I'ordre
(ABC, BAC...). Une souris avec une mémoire de travail intacte, se souvenait des bras
précédemment visités et allait dans un bras exploré plus anciennement. Apres avoir
comptabilisé le nombre total d’alternances réalisées, les capacités de mémoire de travail
immeédiate de chaque souris ont été déterminées en calculant le pourcentage d’alternance
((nombre d’alternances/nombre théorique maximal d’alternances) x 100). Ce rapport

représentait I'index de mémorisation qui était alors comparé a la valeur du hasard de 50%. Un
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pourcentage d’alternance spontanée inférieur a 50% reflétait par conséquent une altération

de la mémoire de travail immédiate.

b) Labyrinthe aquatique de Morris
(1) Principe et dispositif

Le labyrinthe aquatique de Morris ou « Morris water maze » (MWM) permet
I’évaluation de différentes fonctions cognitives impliquant une composante spatiale (Morris,
1981). Il utilise un paradigme évaluant la capacité des animaux a se construire une
représentation mentale de leur environnement. L’objectif est de faire apprendre aux souris
I’emplacement fixe d’une plateforme (PF), toujours située a la méme place mais invisible de

la surface et représentant I’échappatoire au séjour dans de |’eau fraiche.

Le dispositif utilisé correspondait a une enceinte circulaire en chlorure de polyvinyle (PVC),
remplie d’eau et virtuellement divisée en quatre quadrants (Figure 23). Au sein de I'un des
guadrants était placée une plateforme immergée invisible pour les souris évoluant a la surface
de I'eau grace a I'ajout d’un opacifiant. La température de I'eau était maintenue a 21°C afin
de motiver I'animal a réaliser la tache. Des indices visuels spatiaux distaux étaient placés sur

les murs entourant la piscine, permettant a I’'animal de se repérer pour localiser la plateforme.

Piscine de Morris

vy
< ‘ > Nord-Ouest Nors-Est
» v 4 (No) i (NE)

Figure 23 : Dispositif de la Piscine de Morris et de la séparation virtuelle en 4 quadrants.
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Ce test a permis par la répétition des séances lors de I'entrainement (Figure 24), d’évaluer
I'apprentissage spatial mais également la mémoire de référence, c’est-a-dire de mémoriser

I’emplacement de la PF au sein de I'environnement de I'animal.

Apprentissage Mémoire
spatial de référence

PF invisible Sans PF

Jour 1 /
PF invisible
Quadrant cibleg
Quadrant cibleg

Figure 24 : Représentation schématique de I'apprentissage spatial et la mémoire de référence
dans le MWM selon le protocole utilisé dans cette étude.

L'apprentissage se reflétait par une diminution progressive du temps ou de la distance d’accés
a la PF a la suite de la répétition journaliers des essais. Quant a la mémoire de référence, elle
a été évaluée apres la phase d’apprentissage dans une session ou la PF était retirée et ou le
temps de nage ou la distance parcourue dans le quadrant renfermant initialement la PF était

déterminé.
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(2) Protocoles

Le MWM a été utilisé dans un premier temps avec un protocole composé d’une étape
d’apprentissage spatial ou « spatial learning », suivi d’'un test de mémoire de référence ou
« reference memory ».

L'apprentissage était réalisé sur 5 jours, a raison de 4 essais par jour avec 60sec de délai entre
chaque essai, la PF étant localisée au centre du quadrant NE. L’animal était alors placé dos a
la paroi du centre de l'un des quatre quadrants virtuels et les points de lacher étaient
randomisés a la fois au cours des différents essais et des cing jours. La souris était déposée
délicatement dans I'eau et disposait d’un délai de 60sec pour rejoindre la PF; auquel cas
I’expérimentateur le guidait pour qu’elle I'atteigne en nageant. Une fois sur la PF, la souris y
était laissée pendant 20sec avant d’étre récupérée et de débuter I'essai suivant.

Le test évaluant la mémoire de référence, appelé « probe-test 1 », a été réalisé 72h aprés le
cinquiéme et dernier jour d’apprentissage. Pour cela, la PF était retirée du dispositif ou chaque
souris réalisait un passage unique de 60sec apres avoir été déposée au centre du quadrant SO,

dos a la paroi.

Dans un deuxieme temps, afin d’évaluer deux composantes liées a la flexibilité
cognitive, un protocole d’apprentissage inversé ou « reversal learning » a été réalisé, suivi
d’une seconde évaluation de la mémoire de référence appelée «reversal reference
memory ».

Ce second apprentissage a débuté le jour suivant celui du probe-test 1 en déplagant la PF au
centre du quadrant SO, opposé a celui du NE du premier apprentissage. De la méme facon
qgue ce dernier, I'apprentissage inversé a été réalisé sur 5 jours a raison de 4 essais quotidien
et 60sec de délai entre chaque essai. Les points de lacher ont été randomisés et se faisaient
dos a la paroi au centre de I'un des quatre quadrants virtuels. Un délai de 60sec était une
nouvelle fois fixé pour atteindre la PF, auquel cas la souris était guidée jusqu’a la plateforme
et y était laissée pendant 20sec avant d’étre récupérée et de débuter I'essai suivant.

La mémoire de référence liée au « reversal learning » a été testée lors d’'un « probe-test 2 »
72h apres le dernier jour du second apprentissage. Tout comme le premier, la plateforme a
été retirée du dispositif et un passage unique de 60sec a été réalisée par chaque souris,

déposée dos a la paroi au centre du quadrant SO.
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(3) Analyses

Une caméra reliée a un ordinateur était placée au-dessus du centre de la piscine, de
maniére a pister la souris dans son environnement et mesurer différents paramétres a 'aide
du logiciel Ethovision, Noldus®. La vitesse de nage, la distance et le temps passé dans I'aréne
ou les différents quadrants virtuels ; la latence a rejoindre la plateforme ont été enregistrés

et/ou mesurés afin d’évaluer les performances des animaux.

G. Analyses statistiques

L'ensemble des données a été traité a I'aide des logiciels : GraphPad-Prism®8.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Apres I'évaluation de la normalité des données et
I"lhomogénéité de variance, des tests paramétriques - t-test non apparié/apparié, ANOVA a un
ou plusieurs facteurs (avec mesures répétées ou non) ou des tests non-paramétriques - test
de Wilcoxon, Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis - ont été utilisés en conséquence avec les
comparaisons multiples associées. L’ANOVA une voie a été réalisée avec correction de Welch.
Les tests utilisés pour chaque protocole ont directement été mentionnés dans les résultats
correspondants. Pour l'ensemble des cas, les différences ont été considérées comme

significatives lorsque P<0,05.
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[ll.  Résultats

A. Article 1 :

Serine Racemase Deletion Affects the Excitatory/Inhibitory
Balance of the Hippocampal CA1 Network

Eva Ploux, Valentine Bouet, Inna Radzishevsky, Herman Wolosker, Thomas Freret
and Jean-Marie Billard. International Journal of Molecular Sciences (IJMS), MDPI,
2020, 21.

La premiére partie de ce projet de thése a été de réaliser en préalable une meilleure
caractérisation des souris SR-KO (par comparaison avec les souris controles, sauvages) ; et ceci
afin de s’assurer que I'absence de D-sérine n’induisait pas en elle-méme de modifications
importantes tant au niveau comportemental que fonctionnel. Les résultats de ce travail
présentés ci-dessous ont fait 'objet d’'une publication dans le journal international MDPI
(International Journal of Molecular Sciences) en 2020. En accord avec la littérature, aucune
modification majeure n’a été observée dans ce modele d’étude. Seule une atteinte limitée de
la balance excitation/inhibition a été rapportée ainsi qu’une augmentation des taux de glycine,
probablement mécanismes compensatoires a la perte de D-sérine et qui ne sont pas retrouvés

chez les souris 5xFAD/SR-KO.
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Abstract: d-serine is the major co-agonist of N-methyl-D-aspartate receptors (NMDAR) at
CA3/CA1 hippocampal synapses, the activation of which drives long-term potentiation (LTP).
The use of mice with targeted deletion of the serine racemase (SR) enzyme has been an
important tool to uncover the physiological and pathological roles of D-serine. To date, some
uncertainties remain regarding the direction of LTP changes in SR-knockout (SR-KO) mice,
possibly reflecting differences in inhibitory GABAergic tone in the experimental paradigms
used in the different studies. On the one hand, our extracellular recordings in hippocampal
slices show that neither isolated NMDAR synaptic potentials nor LTP were altered in SR-KO
mice. This was associated with a compensatory increase in hippocampal levels of glycine,
another physiologic NMDAR co-agonist. SR-KO mice displayed no deficits in spatial learning,
reference memory and cognitive flexibility. On the other hand, SR-KO mice showed a weaker
LTP and a lower increase in NMDAR potentials compared to controls when GABAa receptors
were pharmacologically blocked. Our results indicate that depletion of endogenous D-serine
caused a reduced inhibitory activity in CA1 hippocampal networks, altering the
excitatory/inhibitory balance, which contributes to preserve functional plasticity at synapses
and to maintain related cognitive abilities.
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l. 1. Introduction

D-serine is present at substantial levels in several brain areas, including the hippocampus [1-
5], where it plays a major role in brain synaptic plasticity mechanisms involved in cognitive
processes (reviewed in [6]). Experiments with brain slices perfused with the degrading
enzymes d-amino acid oxidase or d-serine deaminase first uncovered the role of d-serine as
the main co-agonist of the N-methyl-D-aspartate (NMDAR) subtype of glutamate receptors at
the CA3/CA1 hippocampal synapses [7-11]. The NMDAR activation is the necessary step for
the expression of functional plasticity in neuronal networks such as long-term potentiation
(LTP) of synaptic transmission, a process involved in learning and memory [12-17]. In parallel,
the role of d-serine was also investigated in brain slices from knockout mice with genetic
deletion of the synthesizing enzyme serine racemase (SR) that converts L- into d-serine [18—
21]. Genetic manipulations consisted of either the mutation of the SR gene in exon 9 (Srr¥269*
mice, [22]) or the total deletion of exon 1 (SR-KO mice, [23,24]); both strategies reducing brain
d-serine levels by at least 90%. Although several behavioral and electrophysiological changes
have been reported in these transgenic mice (see [25]), a definitive picture is yet to emerge,
presumably due to different experimental conditions employed. For example, there is an
apparent discrepancy regarding changes in synaptic plasticity and NMDAR activation at
CA3/CA1 hippocampal synapses. On one hand, studies of isolated excitatory glutamate
transmission on CA1 pyramidal cells reported LTP deficits and altered NMDAR activation in
slices from SR-KO mice [23,26,27]. On the other hand, extracellular recordings that monitor
the overall network activity did not show differences in LTP [10,28]. We wondered if
differences in the excitatory/inhibition (E/I) balance may underlie these apparent
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discrepancies. In order to investigate this possibility, we reinvestigated LTP expression and
NMDAR synaptic activity with extracellular recordings in CA1 hippocampal networks of SR-KO
mice before and after the alteration of the GABAergic inhibitory tone by the GABAR antagonist
bicuculline. We found that SR deletion attenuates the inhibitory tone, which helps to preserve
overall network activity and behavior.

2. Results

2.1. Cognitive Abilities Are Preserved in SR-KO Mice

Changes in locomotor activity (especially when considering transgenic animals) can deeply
influence behavioral performances and generate bias of analyses and as such have to be
controlled. Fortunately, the actimetry test did not reveal any difference in horizontal and
vertical activities (traveled length and number of rearing) between the two genotype of mice
groups (Figure 1A, B).

Besides, exploratory behavior appeared also unaltered in SR-KO mice. Indeed, we did not
observe any between genotype differences, either for the number of transitions in the white
and black box (Figure 1D) or the total traveled distance in the open field (Figure 1F).
Anxiety-related behavior was also assessed in the two genotype lines of mice. Thus, we did
not show any group difference, as testified either by a similar latency to first entry into the
black box (Figure 1C), the percentage of time spent in the white compartment (Figure 1E), or
the percentage of time spent in the central zone of the open-field (Figure 1H). Thus, these
results suggest similar anxiety-related levels between WT and SR-KO mice.

Unexpectedly, the percentage of time spent in the center during the first one minute was
significantly higher in SR-KO mice (Figure 11).

Learning and memory capacities were finally investigated through a hippocampal-dependent
behavioral test, i.e., the Morris Water Maze task. Of note, swimming speed was similar
whatever group of mice considered, at each phase of this protocol (learning, relearning, probe
test 1 and 2; Figure 2A-D). Across the five days of training, the latency to find the hidden
platform significantly decreased, thus testifying that spatial learning occurred (Figure 2E).
Further, no group difference was revealed, demonstrating similar spatial learning
performances. Then, when assessed 72 h after the last day of learning, spatial memory
performances appeared preserved in SR-KO mice. Indeed, not only above the chance value of
25%, the percentage of time spent in the target quadrant during the probe test for SR-KO did
not differ from WT mice (Figure 2F). These results suggest that reference memory is not
affected when the SR gene is deleted.
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The location of the platform was then moved from location for the relearning phase, which
thus allowed the assessment of cognitive flexibility in SR-KO mice. Again, whatever the group
considered, a significant decrease in the latency to find the platform was observed during the
five days of relearning, without any difference between genotypes (Figure 2G). Besides, the
two groups displayed significant flexibility of memory performances (time spent in the new
target quadrant during the probe test significantly above the chance value), without any
between-genotype difference (Figure 2H).
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Figure 1. Spontaneous locomotion and anxiety-related behaviors are not consistently
impacted by serine racemase (SR) deletion. (A, B). Horizontal (A) and vertical (B) activities in
the actimeter between wildtype (WT) (n = 19) and SR-knockout (SR-KO) (n = 16) mice
indicating unaffected general locomotor activity (unpaired t test with Welch’s correction). (C—
E). Latency for first entry into the black box (C), number of transitions between black and white
boxes (D) percentage of time spent in the white compartment, (E) in the black and white box
of WT (n =19) and SR-KO (n = 11) mice (unpaired t test with Welch’s correction for the latency
and the percentage of time, Mann—Whitney test for the number of transitions). (F-I). Total
distance traveled (F), speed locomotion in the center and the periphery (G), and percentage
of time spent in the center during the 30 min period (H) or during the first one-minute (I) in
the open-field test of WT (n = 18) and, SR-KO (n = 14) mice. Except for a significant increase in
the percentage of time in the center during the first minute, no behavioral changes were
noted (* p < 0.05 for unpaired t test with Welch’s correction for the total distance and the
percentage of time in the center in the first time, ** p < 0.001 for two-way ANOVA for the
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speed locomotion, Mann—Whitney test for the percentage of time in the center during all time
of test).
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Figure 2. SR deletion does not impair spatial learning, reference memory, and cognitive
flexibility in the Morris water maze (MWM). (A-D). Swimming velocity during the
learning, probe test 1, relearning and the probe test 2 in WT control and SR-KO mice (two-
way ANOVA) (E). Latency to reach the platform (PF) during the spatial learning (### for p
< 0.001 for two-way ANOVA repeated measures). The latency was lower during the first
day of learning in SR-KO mice compared to WT mice but not on the other days (* p < 0.05
with two-way ANOVA). (F). Percentage of time spent in the target quadrant during the
probe test 1 in WT and SR-KO mice. The percentages were significantly above the chance
value of 25% shown by the dotted line and no difference between groups (S, p < 0.05 one-
sample t-test vs. >25, unpaired t-test with Welch's correction). (G). Latency to reach the
PF during the relearning in WT and SR-KO mice. Both groups displayed a significant
decrease in latency to find the PF across the five days, and there was no difference
between SR-KO and WT mice for each day (### p < 0.001 for two-way ANOVA repeated
measures). (H). Percentage of time spent in the new target quadrant during the probe 2
in WT and SR-KO. Both groups displayed a percentage significantly above the chance value
of 25% shown by the dotted line (S p < 0.05 one-sample t-test vs. >25, unpaired t-test

with Welch’s correction). A number of 19 WT mice and 16 SRKO mice were tested in every
stage of the MWM.
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2.2. SR Deletion Does Not Change the Functional Output of CA1 Hippocampal Networks

To investigate the basal excitatory synaptic transmission, extracellular field recordings were
conducted and synaptic efficacy (Ise) was determined in control of aCSF for three increasing
intensities of stimulation (see Section 4. Material and Methods). No significant alteration of
Ise was found in SR-KO mice regardless of the stimulation intensity (Figure 3A), confirming that
the basal synaptic transmission is not affected by the SR deletion (see also [10,23,28]). Also,
the paired-pulse facilitation ratio (PPF) was identical in SR-KO and WT mice, indicating that
the probability of presynaptic glutamate release is not altered as well (Figure 3B).

As illustrated in Figure 3C, a 100 Hz tetanic stimulation-induced long-lasting potentiation was
recorded both in WT and SR-KO mice. A similar magnitude of LTP was observed, regardless of
the genotype considered (Figure 3D). To go further and because NMDAR activation is critical
for LTP expression, NMDAR-mediated synaptic potentials induced at low-frequency
stimulation were then pharmacologically isolated (see Material and Methods, Figure 3E), and
possible changes of Isg in these conditions were investigated in SR-KO mice. However, no
significant difference between the two experimental groups was found regardless of the
stimulus intensity (Figure 3F), indicating that NMDAR activation in CA1 networks is preserved
in SR-deleted mice.
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Figure 3. SR deletion does not change the functional output of CA1 hippocampal
networks. (A). Index of synaptic efficacy (Ise) corresponding to the fEPSP/PFV slope ratio
of AMPA receptor-mediated synaptic responses plotted against current intensity in WT (n
= 28 slices) and SR-KO mice (n = 20 slices) (using two-way ANOVA). (B). Paired-pulse
facilitation ratio of synaptic transmission in the WT (n = 32 slices) and SR-KO (n = 20 slices)
mice (unpaired t-test with Welch’s correction). (C). Time-course of long-term potentiation
of synaptic transmission induced by a conditioning stimulus of 1 x 100 Hz (black arrow) in
WT (n =11 slices) and SR-KO (n = 16 slices) mice. LTP is promoted in both groups, in regard
to the last 15 min compared to baseline (*** p < 0.0001 for one sample t-test vs. 100 for
each group). (D). LTP magnitude during the last 15 min in WT and SR-KO mice (two-way
ANOVA repeated measures). (E). Superimposed traces of long-lasting N-methyl-D-
aspartate (NMDAR)-induced fEPSPs recorded in a slice from a WT (up) and SR-KO mouse
(down) at 300 and 400 pA stimulation intensities. (F). Ist of NMDAR-mediated synaptic
potentials isolated in WT (n = 13 slices) and SR-KO (n = 9 slices) mice (two-way ANOVA).
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2.3. Changes in Glycine Levels Contribute to Preserving Functional Plasticity in SR-KO Mice

To uncover possible mechanisms allowing preserved memory capacities together with intact
LTP expression in SR-KO mice, HPLC analysis of amino acids levels was first performed within
hippocampi of both genotypes of mice (Figure S1). In agreement with previous studies [26,29],
hippocampal d-serine levels were drastically reduced by 95% in transgenic mice compared to
WT mice (Figure 4A). Furthermore, we found that the incubation of hippocampal slices with
the d-serine deaminase to deplete d-serine levels [30] significantly reduced LTP magnitude in
WT mice, but was without any effect in slices from SR-KO mice (Figure 4B). The data indicate
that d-serine mediates NMDAR-dependent LTP in WT mice but that SR-KO may use another
mechanism to preserve LTP.

Since glycine also contributes to LTP expression at CA3/CA1 hippocampal connections of adult
mice

([7,28]), we hypothesized that possible changes in the levels of glycine may compensate for
the loss of d-serine at synapses, thus preventing a decrease in LTP expression in SR-KO mice.
In agreement with this possibility, we found that glycine levels were significantly increased in
the hippocampus of SR-KO mice when compared to WT littermates (Figure 4A).
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Figure 4. Changes in glycine levels contribute to preserving functional plasticity in SR-KO mice.
(A). Comparison of d-serine and glycine levels (in nmol/g of hippocampal tissues) determined
in WT (n = 6) and SR-KO (n = 5) mice. d-serine was mostly absent in the transgenic mice while
glycine was significantly elevated (* p < 0.05 and ** p < 0.001 for Mann—Whitney test). (B).
Superimposed traces of fEPSP slope after HFS stimulation in a slice from a WT (left) and SR-KO
mouse (right) with or without d-serine deaminase (DsdA) respectively dashed line and full line.
Comparison of mean LTP magnitude during the last 15 min in WT and SR-KO mice recorded in
control aCSF (n = 10 slices in both groups) and slices incubated with the DsdA to deplete d-
serine levels (n =9 and n = 10 slices, respectively). LTP magnitude was significantly reduced by
the d-serine depletion in WT mice while remained unaffected in SR-KO mice (two-way ANOVA,;
* p < 0.05 for paired t test in the last 15 min).
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2.4. Serine Racemase Deletion Changes the Excitation/Inhibition Balance of CA1 Hippocampal
Networks

Patchclamp recordings carried out on isolated excitatory glutamatergic transmission
demonstrated impairments on LTP in SR-KO [23,26]. On the other hand, extracellular
recordings analyzing the overall synaptic activity of the neuronal networks did not show any
LTP changes [10,28]. Beyond evident methodological considerations, these two
electrophysiological approaches differ in their consideration (or not) of close environmental
neuronal networks. We therefore investigated if possible changes in the E/I balance in SR-KO
mice could account for these apparent discrepancies. In order to investigate whether
inhibitory tone is affected in SR-KO mice, we monitored the effects of the GABAa receptor
antagonist bicuculline (10 uM) on Ise of NMDAR-mediated fEPSPs.

First of all, it worth mentioning that compared to their corresponding control group, NMDAR
activation was increased for all stimulation intensities in the presence of bicuculline whatever
the genotype considered (Figure 5A). However, the increase level induced by bicuculline was
almost twice weaker in SR-KO compared to WT mice and this was found regardless of
stimulation intensity (mean of ~30% increase versus 15% for WT and SR-KO mice, respectively,
15 slices in each group). Hence, this result suggests that GABA inhibitory tone is altered
(lower) in SR-KO mice. Indeed, although not significantly different, Ise of NMDAR-mediated
responses was weaker in SR-KO mice compared to WT under condition of blockade of the
GABAR activity by bicuculline (Figure 5B). In addition, LTP magnitude was reduced in slices
from SR-KO mice compared to WT littermates in the presence of bicuculline. This reduction
was observed over the whole time-course including the first 15 min after the conditioning
stimulation (corresponding to short-term potentiation) and the last 15 min of recording
(corresponding to LTP) (Figure 5C).
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Figure 5. Serine racemase deletion changes the excitation/inhibition balance in CA1l
hippocampal networks. (A).Effects of the GABAa receptor antagonist bicuculline (10pM)
on Ise of NMDAR-mediated fEPSPs. Increase in NMDAR activation occurred in both
experimental groups at all stimulation intensities, but the significance was much lower in
SR-KO (n = 15 slices) than in WT mice (n = 15 slices) (* p < 0.05, ** p < 0.001, *** p <
0.0001 for paired t-tests). (B). Comparison Ise of NMDAR-mediated synaptic potentials in
WT and SR-KO mice after blockade of the GABAareceptor activity. (C). Time-course of LTP
expression in WT (n = 15 slices) and SR-KO (n = 15 slices) mice in the presence of
bicuculline (10 uM) (*** p < 0.0001 for one sample t-test vs. baseline for each
experimental group). (D). Comparison of mean LTP magnitude calculated for the last 15
min in WT and SR-KO mice in slices treated with bicuculline showing weaker potentiation
in the SR-KO mice.
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3. Discussion

This study aimed at re-evaluating the functional plasticity in CA1 networks of hippocampal
slices and the related cognitive abilities in mice whose SR gene was invalidated. HPLC analysis
confirmed the loss of d-serine in the hippocampus of SR-KO mice [26,29] and showed that it
was associated with a small but significant increase in glycine levels. This compensatory
response could explain why NMDAR activation and LTP expression in extracellular recordings
are not affected in SR-KO mice and why memory abilities are preserved. However, functional
deficits are recorded in hippocampal slices from the SR-KO mice when the intrinsic GABA
activity is pharmacologically blocked with bicuculline, indicating that a change in the E/I
balance could also contribute to maintaining functional plasticity of the CA1 hippocampal
networks in the absence of d-serine.

We first confirmed that the basal glutamate synaptic transmission is preserved in SR-KO mice
as revealed by the lack of alteration in the probability of presynaptic glutamate release using
the electrophysiological PPF protocol (see also [10,23,28]). Besides, we observed that LTP
expression and NMDAR activation in SR-KO mice were not affected in control conditions but
were reduced when the GABAAa receptor activity was pharmacologically suppressed. Our
observations therefore suggest a weaker inhibitory tone in the neuronal networks after the
genetic suppression of SR. In agreement, reduced frequency of spontaneous inhibitory
postsynaptic currents was recently reported in CA1 pyramidal cells of SR-KO mice [31],
indicating a weaker density of inhibitory synapses, as also supported by a decrease in levels
of the vesicular GABA transporter in those animals [31]. We now raise the possibility that the
loss of d-serine in SR-KO mice could also induce a weaker activation of NMDARs present on
GABAergic interneurons themselves, thus reducing their inhibitory function. This point
remains to be investigated using patch-clamp recordings of inhibitory interneurons.
Importantly, the change in the E/I balance associated with the loss of d-serine could explain
why LTP expression is not affected in our studies evaluating the overall activity of the CA1
hippocampal networks (see also [10,28]), whereas it is impaired when inhibition is shut down
(see [23,26]).

It is noteworthy that our behavioral investigations (locomotor activity, anxiety-like behaviors,
spatial learning, reference memory, and cognitive flexibility) did not reveal major deficits of
memory performances in SR-KO mice. Like in LTP, the absence of behavioral changes in
learning and memory tests could be related to the modified E/I balance of the CA1 network
preserving its overall activity. Nevertheless, SR-KO mice seem to exhibit some traits of
behavioral modifications in stress-related situations. We observed a decrease in anxiety-
related behavior (% time spent in the center during the first minute) in the open-field, while
data from the literature report impairments in other behaviors such as contextual fear
conditioning, chronic social defeat stress or socio-communicative behaviors [25,32—-34]. These
altered behavioral responses in SR-KO mice could be associated with the reduced inhibitory
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tone induced by d-serine removal. Indeed, modulation of GABA activity is known to alter
several behaviors such as locomotor activity, anxiety-related behaviors, and memory [35-40].
A normal LTP in SR-KO mice under control conditions is surprising since the necessary NMDAR
activation by the main NMDAR co-agonist is completely absent, indicating the occurrence of
potent compensatory mechanisms. Accordingly, we found that LTP in SR-KO mice was not
affected by depletion of d-serine by treatment with recombinant d-serine deaminase, while
it was impaired by the same enzymatic treatment in WT mice (see also [10]). Glycine is the
major co-agonist driving the LTP expression at CA3/CA1 synapses during development while
it only contributes at mature connections together with d-serine [7,28]. Interestingly, we
found that in parallel to the loss of d-serine, glycine levels were increased in SR-KO mice.
Therefore, in addition to a change in E/I balance, higher availability of glycine represents
another mechanism that allows LTP to be maintained in the absence of D-serine.

Together, these results highlight that genetically modified models must be studied carefully
because compensatory mechanisms can mask changes in synapses by maintaining overall
network activity. Nevertheless, SR-KO mice are still an excellent animal model to validate our
understanding of mechanisms that are dependent on d-serine availability at the synapse, as
recently shown for the role of the system A-type of glutamine transporters in terminating d-
serine signaling [41] or the Ascl subtype of neutral amino acid transporters in mediating d-
serine release [42,43].

4. Material and Methods

4.1. Animals

Male mice aged 7-12 months were provided by local facility (Centre Universitaire de
Ressources Biologiques, Université de Caen, Normandie, France) including wild type C57BL/6)
mice (WT, n = 26 assigned to electrophysiological studies, and n = 19 assigned to behavioral
and biochemical analyses), and constitutive SR-KO mice (n = 18 for electrophysiological studies
and n = 16 for behavioral and biochemical analyses) on a background originally issued from
J.T. Coyle’s lab colony (Belmont, MA, USA). Mice were housed in groups of 5 in polycarbonate
cages in standard controlled conditions with a reversed 12 h light/dark cycle (light on at 7 pm),
controlled temperature (22 + 1 °C) and free access to food and water in the home cage. All
experiments were carried out in accordance with the European Communities Council Directive
(2010/63/EU) regarding the care and use of animals in experimental procedures
(APAFIS#24317, 12 May 2020).

4.2. Determination of Brain Amino Acid Levels

After cervical dislocation and decapitation of mice, hippocampi were dissected. The samples
were homogenized with 10 volumes of 5% TCA, quickly frozen at -80 °C and subsequently
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processed for HPLC analysis as previously described [44], except that a-aminoadipic acid was
substituted for L-homocysteic acid as the internal standard.

4.3. Extracellular Electrophysiology

Mice were anesthetized with isoflurane and killed by decapitation. Hippocampi were rapidly
dissected, and transverse hippocampal slices (400 um) were prepared in ice-cold artificial
cerebrospinal fluid (aCSF) and placed in a holding chamber for at least 60 min. The
composition of aCSF was (in mM): NaCl 124, KCl 3.5, MgS04 1.5, CaCl; 2.3, NaHCOs 26.2,
NaH;P04 1.2 and glucose 11 (pH 7.4). A single slice was transferred to the recording chamber
and continuously submerged with aCSF pre-gassed with a 95% 02/5% CO2 mixture.
Extracellular recordings were obtained at room temperature from the apical dendritic layer of
the CA1 area using glass micropipettes (2-5 MQ) filled with 2 M NaCl. To assess basal
neurotransmission, presynaptic fiber volleys (PFVs) and non-NMDAR-mediated field
excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) were evoked at 0.1 Hz by electrical stimulation of
Schaffer collaterals and commissural fibers located in the stratum radiatum. The averaged
slope of three PFVs and fEPSPs was measured using Win LTP software [45,46]. To assess the
level of receptor activation, an index of synaptic efficacy (Ise) corresponding to the fEPSP/PFV
ratio was plotted against increasing stimulus intensity (300, 400 and 500 pA).

Paired-pulse facilitation (PPF) of basal synaptic transmission was induced by electrical
stimulation of afferent fibers with paired-pulse (inter-stimulus interval of 30 ms). PPF was
calculated as the ratio of the slope of the second stimulation to the first one.

Specific NMDAR-mediated fEPSPs were isolated in slices perfused with low Mg?* (0.1 mM)
containing aCSF and supplemented with the non-NMDAR antagonist 2,3-dioxo-6-nitro-
1,2,3,4tetrahydrobenzoquinoxaline-7-sulfonamide (NBQX, 10 uM). Again, Ise was plotted
against stimulus intensity (300, 400 and 500 pA) in these conditions to assess the level of
NMDAR activation. Effects of exogenous application of the GABAa receptor antagonist
bicuculline (10 uM) were evaluated by comparing Ise before and 15 min after the addition of
the drug to the aCSF.

In  experiments investigating high-frequency stimulation (HFS)-induced long-term
potentiation (LTP) of synaptic transmission, a test stimulus (0.1 Hz) was adjusted to obtain an
fEPSP with a baseline slope of 0.1 V/s before the delivery of the conditioning stimulation
consisting of 1 burst of pulses at 100 Hz delivered for 1 s. Testing with single pulses was then
resumed for 60 min to determine the level of stable LTP. In some experiments, LTP was
monitored in slices pre-incubated for at least 90 min with 20 pg/mL purified recombinant
Escherichia coli D-serine deaminase (DsdA) along to deplete D-serine content. The purified
recombinant enzyme was prepared as described previously (30).

4.4. Behavioral Experiments

Behavioral experiments were performed on the following sequence: actimeter, black and
white box, open-field, and Morris Water Maze. All animals were handled daily for several
weeks before the tests began, and experiments were conducted during the active-dark phase
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of the cycle. For habituation to a new environment, mice were placed in the room at least 30
min before the beginning of each experimental set. Apparatuses were cleaned with alcohol
(70%) between each assessment.

4.5. Actimeter

Spontaneous locomotion was evaluated using an actimeter device (Imetronic), which
corresponds to a Plexiglas cage (20 x 12 x 17 c¢cm) containing 6 infrared beams allowing
detection and counting of horizontal and vertical movements. Each mouse was placed in this
individual cage and locomotor activity was measured by recording the number of interruption
of beams of the red light over a period of 30 min through an attached recording system to the
actimeter. The greater the number of beam interruptions, the more intense the locomotor
activity of the animals and the inverse was also true. The recording of horizontal movements
corresponds to horizontal activity and vertical movements to vertical activity, i.e., the number
of rearings.

4.6. Black and White Box

The black and white box (Bioseb) was used to test anxiety and is based on rodents’ innate
preference for dark and confined spaces, as opposed to a brightly lit environment. The
experimental apparatus consisted of two plexiglass compartments composed of a large (28 x
27 x 27 cm) white/light and a second small (17 x 27 x 27 cm) black/dark, which communicates
through an open door. Each mouse was introduced into the white compartment, and the
experiment started when the mouse entered the black compartment (maximal latency
criterion 120 s). Then, the mouse was allowed to freely explore both compartments for 5 min.
The latency to enter for the first time into the black compartment, the number of transitions
between compartments and the time spent in the white compartment was recorded. Five SR-
KO mice were excluded from all black and white box analyses, one did not validate the
maximum latency criterion, and the other four were excluded because they were outliers
(Rout test).

4.7. Open-Field

The open-field test was performed in a device (50 x 50 x 20 cm, white plexiglass, Viewpoint)
with aninfrared floor allowing to record the animals in the absence of light (0 lux). Each mouse
was allowed to freely explore the device for a period of 30 min. General exploration was
measured by calculating the total distance traveled in the apparatus. Two zones (periphery
vs. center) were designated digitally, and the time spent in each was measured using the
software Ethovision (Noldus™, Wageningen, Netherlands). The percentage of time spent in
the center zone, serving as an index of anxiety-like behavior, was assessed in the total
duration of the test and only in the first one minute.
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4.8. Morris Water Maze

Spatial learning, reference memory, and cognitive flexibility were assessed using a circular
pool (120 cm diameter x 40 cm height, Viewpoint) filled with opaque non-toxic water kept at
22-23 °C. The pool was virtually divided into four equal quadrants. Large visual cues were
displayed on the walls of the testing room around the maze. First, the learning phase consisted
of five consecutive days during which the mice were trained to localize a platform (11 cm
diameter, PF) hidden at 0.5 cm below the water surface. Each day was comprised of four
consecutive trials (maximal duration 60 s) performed with a randomized starting point and a
60 s inter-trial interval. If the mouse did not reach the PF within 60 s, it was slowly guided to
it and allowed to stay for 15 s. Reference memory was assessed during probe-test 1 with a
unique trial (60 s) performed 72 h after the last day of learning, without PF. One day later, a
relearning phase was performed with the same design as the learning phase, but the PF was
transferred to the opposite quadrant. Once again, 72 h after the last day of relearning, probe-
test 2 was performed by a unique trial (60 s). Each session was videotaped, and parameters
(latency to find the PF, swimming velocity in learning/relearning phases, and time spent in
each quadrant, swimming velocity in probe tests) were analyzed through the Ethovision
software ((Noldus™, Wageningen, Netherlands).

4.9. Data Analysis

All data are expressed as mean + S.E.M, except the dosage of amino acids, the number of
transitions in the black and white box, and the percentage of time in the center in the open
field, which are expressed in median * interquartile. After the assessment of normality of the
data distribution, unpaired or paired t-test, one-sample t-test, one or two-way ANOVA (with
repeated measures or not), and Mann—-Whitney were used accordingly. One- or two-way
ANOVA with repeated measurements were followed by Bonferroni—Dunn post hoc tests for
multiple comparisons. In all cases, differences were considered significant when p < 0.05.
Analyses were performed with GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
and Statview 5.0 (BrainPower Inc, Fremont, CA, USA).

Supplementary  Materials: Supplementary Materials  can be found at
http://www.mdpi.com/1422-0067/21/24/ 9447 /s1.
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B. Article 2 (en préparation) :

Early involvement of D-serine in B-amyloid-dependent
pathophysiology.

E Ploux, L Gorisse-Hussonnois, | Radzishevsky, O Folorunsoh, S Brown, Wolosker,
J-P Mothet, D Balu, T Freret and J-M Billard

La délétion de la SR n’a pas entrainé de modification comportementale et fonctionnelle
majeure comme |'a rapporté l'article 1. Il est alors permis d’utiliser le modele 5xFAD/SR-KO
afin de préciser I'implication de la D-sérine dans la pathologie amyloide par comparaison avec
des souris 5xFAD. Le phénotype comportemental et la plasticité fonctionnelle des connexions
CA3-CA1 hippocampiques ont été étudiés. Comme présenté dans la section « objectif », trois
ages d’intéréts ont été sélectionnés en fonction de la cinétique d’apparition et de
développement de la charge amyloide chez les souris 5xFAD (Oakley et al.,, 2006). Les
principaux résultats acquis dans cette étude font I'objet d’un article actuellement en rédaction
et qui sont présentés ci-dessous selon un format qui sera cependant affiné lors la soumission

officielle.
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ABSTRACT:

Key regulator of brain plasticity encoding learning and memory, the N-methyl-D-aspartate
subtype of glutamate receptors (NMDA-R) requires the binding of the co-agonist D-serine to
be activated. The beta-amyloid (AP) peptide highly generated in Alzheimer's disease (AD)
affects D-serine-dependent NMDA-R activation in vitro, but whether this could contribute to
cognitive deficits in AD remains debated. Herein, we report those cognitive deficits and
impairment of NMDA-R-dependent activity at CA3/CA1 hippocampal synapses impairments
of 10-12 months-old 5xFAD, an Alzheimer's disease-related model with elevated AP levels, are
prevented by a concomitant deletion of the D-serine synthesis enzyme serine racemase (SR).
The deficits are not associated with changes in either the synapse phenotype or levels of
hippocampal D-serine. Functional alterations are already present in 3-4 months-old animals
which do not display cognitive impairment. Interestingly, D-serine levels significantly increase
in 6-8 weeks-old 5xFAD mice concomitantly to the early rise of AP production, that is linked
to onset of reduced synaptic recruitment of NMDA-R. These results therefore provide the first
in vivo evidence for an early involvement of D-serine in hippocampal synaptic deregulations

and cognitive deficits driven by amyloidogenesis.

Keywords: Alzheimer’s disease, amyloid pathology, NMDA receptors, serine racemase, long-

term potentiation, cognitive processes
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1. Introduction

Among several typical features, Alzheimer’s disease (AD) is characterized by abnormal
processing of the amyloid protein precursor (APP) that amplifies different forms of APP-
derived products, including the amyloid- (APB) peptide [1, 2]. NMDA-R play a role in cognitive
processes by controlling the strength and plasticity of synaptic communication [3, 4], while
NMDA-R overactivation promotes neurotoxicity processes under pathological conditions [5,
6]. However, though the literature proposes that AD-related cognitive deficits rely to some
extent on altered NMDA-R activation by AP [4], the underlying mechanisms still need to be
clarified.

In addition to the binding of glutamate, NMDA-R activation requires the presence of a co-
agonist at a distinct ligand site [7]. The amino acid D-serine is the main endogenous co-agonist
present in cerebral area affected in AD including the hippocampus [8]. Produced from L-serine
by the serine racemase enzyme (SR) [9], D-serine is central to functional deficits underlying
memory disabilities in physiological brain senescence [10]. Yet, its contribution to the
pathophysiological processes of AD remains controversial [see 11 for review]. On one side, in
vitro studies report that AP stimulates D-serine production and release [12, 13] while targeted
deletion of SR in mice attenuates the neurotoxicity induced by acute intracortical administration
of the amyloid peptide [14]. Besides, enhanced D-serine production by reactive astrocytes
occurs in an AD rat model as well as in AD subjects [15] while several clinical investigations
show higher levels of D-serine in cerebrospinal fluid (CSF) and blood of AD patients that
positively correlate with the severity of cognitive deficits [16]. On the other side, such an
increase in D-serine levels in AD patients are not confirmed by other investigations [see 11 for
review] while a lower production of D-serine was reported in 3xTg mouse model of AD that

could initiate memory deficits [17].
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In order to ascertain in vivo the role of D-serine in functional and cognitive damages driven by
AP elevation, we crossed the 5xFAD mouse line overexpressing five mutations associated with
APP and PS1 transgenes and displaying rapid and sustained increase in levels of soluble AP
[18] with the SR null mutant (SR-KO) mice [19] to create a SXFAD/SR-KO mice line devoid
of D-serine. We now report that deficits in working memory, spatial learning and cognitive
flexibility in 5xFAD mice along with impaired hippocampal NMDAR-dependent synaptic
activity are prevented in SXFAD/SR-KO mice. These deficits progressively develop after a
transient increase in hippocampal D-serine levels occurring when A levels start to rise. These
results indicate that D-serine significantly contributes early in vivo to synaptic failures and

cognitive decline promoted by the B-amyloid-related pathophysiology.
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2. Methods

All animals were provided by our local facility (Centre Universitaire de Ressources
Biologiques, University of Caen, Normandie). Three groups of male mice aged of 1.5-2 months,
3-4 months and10-12 months including: wild type WT, 5xFAD and 5xFAD/SR-KO were used.
Mice were bred with food and water ad libitum and maintained on a 12/12hh reversed light/dark
cycle temperature (21£2°C) and humidity (55+10%)-controlled room. All experiments were

performed according to European Community guidelines (2010/63/UE).

2.1. Mice genotyping.
Following a 10 generations backcross on C57B1/6J background, S5xFAD mice were bred with

constitutive SR-KO mice to obtain SXxFAD/SR-KO mice on a pure C57BL/6 background. Mice

were characterized at weaning with hair genotyping.

2.2 Behavior analysis
2.2.1 Working memory.
Immediate working memory was assessed by spontaneous alternation using the Y maze. In a
single session, the mouse was placed at the end of one arm and has 8min for freely exploration.
During this period, the sequence of arm entries was scored. An alternation was defined as a
consecutive entry into the three different arms. Percentage of alternation (number of alternation
/ maximum possible alternations (the total number of arms entered — 2) x 100) was calculated

and compared to 50%, corresponding to the chance value.

2.2.2 Spatial learning, reference memory and cognitive flexibility.
In a circular pool filled with opaque non-toxic water kept at 21+2°C, mice learned to localize a

platform (PF) hidden 0.5cm below the surface. The pool was virtually divided into four equally
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quadrants. Visual cues surrounded the maze were displayed on the walls of the testing room.
The learning phase consisted of 5 daily sessions, each session having 4 consecutive trials of
60sec performed with a randomized starting point and a 60sec inter-trial interval. If the mouse
was unable to reach the PF, it was gently guided and left on it for 15sec. Reference memory
was assessed with a 60sec probe-test performed 72h after the last day of learning, during which
the PF was removed. One day later, a reversal phase was performed with the same design as
the learning phase, but the PF was transferred to the opposite quadrant. Once again, 72h after
the last day of reversal, a 60sec probe-test was performed. For all phases of the test, multiple
behavioral parameters were video-recorded and automatically analyzed through Noldus®

Ethovision software.

2.4 Ex vivo electrophysiology.

Mice were anesthetized with isoflurane and decapitated. The brain was rapidly removed, and
transverse hippocampal slices (400um) were prepared in ice-cold artificial CSF (aCSF) and
placed in a holding chamber for at least 60min. The composition of aCSF was (in mM): NaCl
124, KCI 3.5, MgSO04 1.5, CaCl, 2.3, NaHCOs3 26.2, NaH,PO4 1.2 and glucose 11 (pH 7.4). A
single slice was transferred to the recording chamber and continuously submerged with aCSF
pre-gassed with 95%0,/5%CO: mixture.

Extracellular recordings were obtained at room temperature from the apical dendritic layer of
the CA1 area using glass micropipettes (2-5MQ) filled with 2M NaCl. Presynaptic fiber volleys
(PFVs) and non-NMDAR-mediated field excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) were
evoked at 0.1 Hz by electrical stimulation of Schaffer collaterals and commissural fibers located
in the stratum radiatum. The averaged slope of three PFVs and fEPSPs was measured using
Win LTP software [20]. To evaluate the level of receptor activation of basal synaptic

transmission, the fEPSP/PFV ratio was plotted against stimulus intensity (300, 400 and 500uA).
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To assess changes in glutamate release, paired-pulse facilitation (PPF) was induced by paired
pulse stimulation of afferent fibers with inter-stimulus interval of 30ms. PPF was calculated as
the ratio of the slope of the second fEPSP over that of the first one. Specific NMDAR-mediated
fEPSPs were isolated in slices perfused with low Mg?" (0.1mM) containing aCSF and
supplemented with the non-NMDA-R antagonist 2,3-diox0-6-nitro-1,2,3,4-
tetrahydrobenzoquinoxaline-7-sulfonamide (NBQX, 10uM). The effect of exogenous D-serine
(100uM) was assessed by determining the NMDA-R fEPSP/PFV ratio 15min after the addition
of the amino acid to the aCSF.

To assess long-term potentiation (LTP) of synaptic transmission, a test stimulus was applied
every 10sec in control aCSF and adjusted to get a fEPSP with a baseline slope of 0.1V/sec. The
averaged slope of 3 fEPSPs was measured for 15min before the delivery of a high-frequency
stimulation (HFS), consisting of 1 train at 100Hz pulses for 1sec at the test intensity. Testing
with single pulse was then resumed for 60min to determine the level of LTP.

All drugs were purchased from Tocris Bioscience (Bristol, UK)

2.5 Immunofluorescence labeling.
After washing in PBS solution (0.1M 3x5min), the sections were placed in a solution composed
of blocking agent (Santa Cruz Biotechnology #sc-516214) and triton (0.1%) for 1h at room
temperature. The sections were then incubated with the primary antibodies: anti-SR, anti-GFAP
and anti-C3 (mouse anti-SR at 1:200, Santa Cruz Biotechnology #sc-365217; rabitt anti-GFAP
at 1:1000, Santa Cruz Biotechnology #sc-365217; goat anti-C3 at 1:150, Santa Cruz
Biotechnology #sc-55463) overnight at 4°C and still in the solution composed of blocking agent
and triton (0.1%). Once washed (0.1M PBS 3x5min), the sections were then incubated for 2h
at room temperature with a biotinylated mouse Kappa light chain antibody (Santa Cruz

Biotechnology #sc-516142; 1:100) in the blocking solution and 0.1% Triton-100 for 2h. The
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sections were then washed in 0.1M PBS 3x5min, followed by incubation with the secondary
antibodies (Streptavidin Alexa Fluor 647 at 1:2500, Thermo Fisher #S21374; donkey anti-rabbit
alexa 488 at 1:500, Thermo Fisher #A21206; donkey anti-goat alexa 568 at 1:500, Thermo
Fisher #A11057) at room temperature for 2h. A PSB wash (0.1M 3x5min) was then performed
before incubation of the brain sections with a cell nucleus marker (Hoechst 33342 at 1:5000,
Thermo Fisher #H3570), followed by a final PSB wash (0.1M 3x5min) before mounting on

slides and coverslips.

2.6 HPLC analysis of brain amino acids.
Mice were anesthetized with isoflurane and killed by decapitation. Hippocampi as well as
cerebral and cerebellar cortices were rapidly dissected and the samples homogenized in 5%
TCA (10 vol) and quickly frozen at -80°C. HPLC analysis was then performed as previously
described [21], except that D-amino adipic acid was substituted for L-homocysteic acid as the

internal standard.

2.7 Data analysis.
Results are expressed as the meantS.E.M or mediantmini/max. After assessment of data
normality (Shapiro-Wilk test), a repeated measure or one-/two-way ANOVA followed by
Bonferroni or Dunnett T3 multiple comparison tests was performed. If necessary, a Kruskal-
Wallis, with Dunn’s multiple comparison test, or a Mann Whitney test were used. Univariate t-
test or Wilcoxon test had also performed. In all cases, differences were considered significant

when P<0.05.
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3. Results

Because cognitive and functional properties of SR-KO mice have already been considered
previously [22], they have not been included below in the respective panels of results.

Moreover, hippocampal AP levels (including forms 40 and 42) were assessed in the different
genotypes. In order to facilitate the reading of the article these results have been included in the
supplementary results section (Figures S1 and S2). As reported in the literature [18, 23-25],
5xFAD mice show a significant and progressive increase in amyloid load compared to WT mice

and no changes in A levels are found when SR is deleted in 5xFAD/SR-KO mice.

3.1 Cognitive abilities.

Immediate working memory was first evaluated using the Y maze (Figure 1).
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Figure 1: Deficit of working memory in SxXFAD mice is prevented by SR deletion.

Bar graphs with mean = SEM illustrating the working memory assessed in WT (n=18), 5xFAD
(n=18) and 5xFAD/SR-KO mice (n=21) ($ P<0.05 univariate t-test compared to 50% chance
value).

In contrast to WTs, 5XFAD mice did not show a percentage of spontaneous alternation
significantly above the 50% chance value (Figure 1). Interestingly, this alteration was not found

in 5xXFAD/SR-KO mice, suggesting a significant involvement of D-serine in the deficit of

immediate working memory promoted by amyloidogenesis.
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Spatial learning, reference memory and cognitive flexibility were then assessed with Morris

Water Maze (MWM; Figure 2).
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Figure 2: Spatial learning and cognitive flexibility deficits in SxXFAD mice are partially
prevented by SR deletion

A. Time-course of the swimming distance during the 5 days of spatial learning in WT (n=19),
5xFAD (n=19) and 5xFAD/SR-KO mice (n=22) (# for P<0.05 between the first and last day
with ANOVA repeated measures and * P<0.5; *** P<0.001 compared to WT mice for the
distance in the last day of training ANOVA one-way with Dunnett T3 multiple comparisons
compared to WT mice). B. Bar graphs with mean = SEM illustrating the percentage of time in
the target quadrant assessed during the first probe-test ($ P<0.05 vs. 25% with univariate t-test).
C. Bar graphs with mean = SEM illustrating the frequency to cross the platform zone in the first
probe-test (* P<0.05, *** P<0.001 compared to WT mice ANOVA one-way with Dunnett T3
multiple comparisons compared to WT mice). D. Time-course of the spatial learning flexibility
after changing the location of the platform (# P<0.05 between the first and last day with
ANOVA repeated measures and *** for P<0.001 compared to WT mice ANOVA one-way with
Dunnett T3 multiple comparisons for the distance in the last day of relearning). E. Bar graphs
with mean + SEM illustrating the percentage of time in the target quadrant assessed during the
second probe test ($ P<0.05 vs. 25% with univariate t-test and ** P<0.01 ANOVA one-way
with Dunnett T3 multiple comparisons). F. Bar graphs with mean + SEM illustrating the
frequency to cross the platform zone in the second probe test (** P<0.01 compared to WT mice
ANOVA one-way with Dunnett T3 multiple comparisons).
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Swimming distance travelled to find the hidden platform significantly decreased across the 5
days of training in all experimental groups (between the first and last day, ANOVA repeated
measures), indicating that learning occurred in all genotypes (Figure 2A). However, the mean
distance calculated in the last day of training was significantly longer in 5XFAD compared to
WT mice (ANOVA one-way with Dunnett T3 multiple comparisons) showing lower
performances in conditions of high levels of AP (Figure 2A). Interestingly, the mean distance
was also longer in SXFAD/SR-KO compared to WT mice but the deficit was less pronounced
than in 5xFAD animals (ANOVA one-way with Dunnett T3 multiple comparisons). These
results therefore suggest that D-serine contribute to some extent in the weaker learning
efficiency promoted by amyloidogenesis.

Concerning the reference memory, the time spent in the target quadrant in the first probe-test
performed 72h after the last training, was significantly above the chance value (25%) in all
experimental groups (Figure 2B). However, the frequency to cross the platform zone (Figure
2C) was significantly weaker in SXFAD compared to WT mice (ANOV A one-way with Dunnett
T3 multiple comparisons). A reduced frequency was also found in 5xFAD/SR-KO mice
although less marked than in 5xFAD animals (ANOVA one-way with Dunnett T3 multiple
comparisons). These results thus indicate lower performances in reference memory associated
with high AP levels partly involving a D-serine-dependent process.

Then after, cognitive flexibility was investigated by moving the platform to opposite quadrant.
A reversal learning occurred in all experimental groups, as illustrated by the decrease in the
distance to reach the target across days (Figure 2D). Nevertheless, 5xXFAD mice — but not
5xFAD/SR-KO mice — showed significantly lower learning capacity compared to WTs
(ANOVA one-way with Dunnett T3 multiple comparisons). These data indicate that D-serine
contribute to the deficit of cognitive flexibility driven by elevated AP levels. Accordingly,

5xFAD mice exhibited poor percentage of time in the target quadrant and a frequency to cross
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the platform zone significantly during the probe-test (Figure 2F). Of note, spatial memory

performances of 5xFAD/SR-KO mice were similar to those of WT mice.

3.3 Functional properties of CAl hippocampal networks.

Cognitive abilities are linked to brain capacity to drive synaptic plasticity within
neuronal networks [26]. We therefore looked for changes in functional properties at CA3/CA1
hippocampal connections induced by the elevation of AP levels and asked for the possible

contribution of D-serine in the alterations.
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Figure 3: Impairment of synaptic plasticity but not basal neurotransmission in SxFAD
mice is prevented by SR deletion.

A. Bar graphs with mean = SEM comparing the basal synaptic transmission calculated as the
fEPSP/PFV ratio at 400pA stimulation intensity in the 3 experimental groups aged 10-12
months (WT n=28 slices, 5SxFAD, n=27 slices, SXFAD/SR-KO n=30 slices; * P<0.05, **
P<0.01 compared to WT mice one-way ANOVA with Dunnett T3 multiple comparisons). B.
In the inserts are superimposed representative traces obtained in each experimental group for
the basal synaptic transmission. C. Bar graphs with mean + SEM comparing the paired-pulse
facilitation ratio (WT n=32 slices, SXFAD, n=39 slices, SXFAD/SR-KO n=27 slices; one-way
ANOVA). D. Time-course of LTP induced by 1x100 Hz tetanus (arrow) in all groups aged 10-
12 months (# P<0.05 with one sample t test compared to baseline of 100 on the 15 last minutes
for each group). In the insert is superimposed representative traces obtained before and 60min
after the conditioning stimulation. E. Bar graphs with mean + SEM comparing the LTP
magnitude determined for the last 15min of recording (WT n=11 slices, 5xFAD, n=13 slices,
5xFAD/SR-KO n=10 slices; ** P<0.01 compared to WT mice two-way ANOVA in 15 last
minutes and Bonferroni multiple comparisons test).

As previously reported [27], basal synaptic transmission at CA3/CA1l synapses was
significantly depressed in 5xFAD mice compared to WTs regardless the intensity of stimulation
(300 to 500pA) used to activate the glutamate afferences (one-way ANOVA with Dunnett T3
multiple comparisons; Figure 3A). A similar significant deficit was observed in 5xFAD/SR-
KO mice indicating that D-serine is not involved in the impairment of basal synaptic
transmission driven by elevated AP levels. Besides, the PPF ratio was similar in the three groups

of animals (Figure 3B), showing that the depressed basal neurotransmission by Af does not

involve a presynaptic defect in glutamate release.

Regarding functional plasticity, all experimental groups expressed significant LTP 60min after
the conditioning stimulation (one sample t test compared to baseline of 100 during the last
15min). However, it is worth notice that LTP magnitude was significantly reduced in SxFAD
mice (ANOVA two-way, with multiple comparisons; Figure 3D). Interestingly, such a deficit
in LTP expression was not found in 5SXxFAD/SR-KO mice (Figure 3D), indicating that D-serine
is involved in the alteration of functional plasticity at CA3/CA1 synapses when AP levels are

elevated.
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Because LTP expression is closely linked to NMDA-R activation [28-32], NMDAR-fEPSPs

have then been isolated and compared in all genotypes.
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Figure 4: The deficit of synaptic NMDA-R recruitment in SxXFAD mice is prevented by SR
deletion.

A. Box plot with the median + mini/max illustrating the fEPSP/PFV ratio calculated for 400pA
stimulation intensity of isolated NMDA-R fEPSPs from slices of WT (n=12), 5xFAD (n=12)
and 5xFAD/SR-KO (n=13) (Kruskal-Wallis test) B. Box plot with the median + mini/max
illustrating the percentage increase in fEPSP/PFV ratio by the addition of a saturating dose
(100uM) of D-serine ($ P<0.05 one sample Wilcoxon test vs. 0 for each group and * P<0.05
compared to WT mice Kruskal-Wallis with Dunn’s multiple comparisons test). C.
Superimposed respective traces obtained in the three groups before and 15min after D-serine
supplementation

As illustrated in Figure 4A for a 400pA stimulation intensity, no significant difference of the
isolated NMDA-R fEPSP/PFV ratio was found between the 3 groups (Kruskal-Wallis test). A
similar result was obtained for the three stimulation intensities suggesting that basal NMDA-R
activation is not affected in 5XFAD mice. Nevertheless, not all synaptic NMDA-R are recruited
by the stimulation in basal conditions, that is only achieved by adding saturating concentrations
of D-serine (100uM) in the aCSF [33]. In those conditions (Figure 4B), WT but not SxXFAD

mice showed a significant increase in NMDA-R activation (one sample Wilcoxon test vs. 0 for
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each group). Interestingly, such a weaker recruitment of synaptic NMDAR was not observed in
5xFAD/SR-KO mice (Figure 4B), providing functional evidence that D-serine participates in

the reduction of synaptic NMDA-R recruitment driven by Af elevation.

3.4 Phenotype of the tripartite CA3/CAI synapses

LTP deficit was recently reported in the hippocampus of a rat model of AD, which could
result from a deleterious elevation of D-serine promoted by induction of SR expression in
reactive astrocytes [15]. To assess whether similar mechanisms could also occur in the 5XFAD
mouse model, immunohistochemical studies of astrogliosis coupled with SR expression were

conducted.

Figure 5: Limited astrogliosis without astrocytic SR expression occurs in 10—12-month-
old 5xFAD mice hippocampus.

Microscopic photograph of a cross-section of hippocampal CA1 subregion (A). The dotted
boxed region with the yellow star was expanded to detail the stains of SR (B, pink), astrocytes
(C, green) and compound C3 (D, blue) of a 10-12 months-old 5xFAD mouse. The arrows
indicate reactive astrocytes in which GFAP and C3 colocalize.
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Immunochemical labeling in CA1 hippocampal region of 5xFAD mice (Figure 5A) showed that
SR was predominantly expressed in pyramidal cells (Figure 5B). Only few reactive astrocytes
co-expressing GFAP labeling and the C3 marker (Figure 5C-D) were found in each animal
indicating limited astrogliosis in these mice. In addition, these few reactive astrocytes did not
express SR labeling indicating that in contrast to the rat AD model [15 Balu et al., 2019], no
SR promotion due to reactive astrogliosis take place in the SXFAD mice.

In parallel, levels of D-serine in hippocampal tissues of WT and 5xFAD mice have been
determined using HPLC analysis (Figure 6A) that did not show significant modification

between the two experimental groups (Figure 6B, Mann-Whitney test).
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Figure 6: No change in hippocampal D-serine levels occurs in SXFAD mice.

A. Representative amino acid chromatogram obtained showing the peaks relative to the elution
of L-serine (L-Ser), glutamine (Gln) and D-serine (D-Ser) in mice aged of 10-12 months. B. Box
plot with median = mini/max of D-serine concentrations (in nmol/g of tissue, WT n=9, 5xFAD
n=9; Mann-Whitney test).

Taken together, these results strongly suggest that D-serine should work upstream to 10-12

months of age in the B-amyloid-related pathophysiology. We therefore conducted experiments
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in 3-4 months-old 5xFAD mice in which synaptic changes have already been reported in the

literature [34].

3.5 Characterization of 3-4 months-old 5xFAD mice.

Concerning functional properties of CA1 hippocampal networks, only a slight but not
significant reduction in basal synaptic transmission was found in both 5xFAD and 5xFAD/SR-
KO mice (Figure 7A, one-way ANOVA), while PPF ratio still did not show any differences
between groups (Figure 7B, one-way ANOVA). Although LTP expression occurred in all
experimental groups (Figure 7C, one sample t test compared to baseline during the last 15min),
statistical analysis reveals that LTP magnitude was marginally reduced in 5xFAD mice
compared to WT animals (ANOV A two-way, with multiple comparisons; P=0.056; Figure 7D),

but not affected in 5xFAD/SR-KO mice.
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Figure 7: Weak synaptic plasticity impairment in SXFAD mice at 3-4 months is prevented
by SR deletion.

A. Bar graphs with mean = SEM comparing the basal synaptic transmission calculated as the
fEPSP/PFV ratio at 400pA stimulation intensity in the 3 experimental groups aged 3-4 months
(WT n=38 slices, 5SxFAD, n=48 slices, SXFAD/SR-KO n=31 slices, one-way ANOVA). B. Bar
graphs with mean £ SEM comparing the paired-pulse facilitation ratio (WT n=32 slices,
5xFAD, n=39 slices, SXFAD/SR-KO n=27 slices; ANOVA). C. Time-course of LTP induced
by 1x100 Hz tetanus (arrow) in all groups aged 3-4 months (# P<0.05 with one sample t test
compared to baseline of 100 on the 15 last minutes, for each group). In the inserts are
superimposed representative traces obtained in each experimental group before and 60min after
the conditioning stimulation. D. Bar graphs with mean + SEM comparing the LTP magnitude
determined for the last 15min of recording with WT n=14 slices, SXFAD n=16 slices,
5xFAD/SR-KO n=12 slices (& P=0.06 compared to WT mice with two-way ANOVA in 15 last
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minutes and Bonferroni multiple comparisons test). In the insert is superimposed representative
traces obtained before and 60min after the conditioning stimulation.

Recordings of isolated NMDAR-fEPSPs did not reveal significant differences of the
fEPSP/PFV ratio between groups in basal conditions, as found in 10-12 months-old animals
(Figure 8A). At difference with older mice, adding D-serine significantly increased NMDA-R
activation in all experimental groups at this age (one sample Wilcoxon test vs. 0, Figure §B)
but the percentage increase remained significantly weaker in SXFAD compared to WT mice
(Kruskal-Wallis with Dunn’s multiple comparisons test). Such a weaker recruitment of synaptic

NMDA-R was not observed in 5xFAD/SR-KO mice (Figure §B).
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Figure 8: Decrease in synaptic NMDA-R recruitment in 3-4 months-old SxXFAD mice is
prevented by SR deletion.

A. Box plot with the median + mini/max illustrating the fEPSP/PFV ratio calculated for 400pA
stimulation intensity of isolated NMDA-R fEPSPs from slices of WT (n=17), 5xXFAD (n=15)
and 5xFAD/SR-KO (n=12) mice (Kruskal-Wallis test). B. Box plot with the median + mini/max
illustrating the percentage of increase in fEPSP/PFV ratio by the addition of a saturating dose
of D-serine (100uM) calculated for a 400pA stimulation intensity ($ P<0.05 one sample
Wilcoxon test vs.0 for each group and * P<0.05 compared to WT mice with Kruskal-Wallis
with Dunn’s multiple comparisons test). C. Superimposed respective traces obtained in the
three groups before and 15min after D-serine supplementation.
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Finally, HPLC analysis of hippocampal amino acid contents did not show significant changes

in hippocampal D-serine between WT and 5xFAD mice (Figure 9; Mann-Whitney test).

800 —
750 —
700 —
650 —
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Hippocampal D-serine levels (nmol/g)

SO0—"—T1—71—

Figure 9: No significant change in hippocampal D-serine content occur in 3—4-months-old
5xFAD mice.

Box plot with median + mini/max of D-serine concentrations (in nmol/g of tissue, WT n=10,
5xFAD n=8 with Mann-Whitney test).

In contrast to these functional alterations at hippocampal synapses, it was worth notice that 3-4
months-old 5xFAD showed limited if any deficits in the same behavioural tasks as investigated

in older mice (data not illustrated).

Taking together, these results indicate that D-serine-related deficits of NMDA-R dependent
activity at CA3/CAT1 hippocampal synapses are already present in 3-4 months-old 5xFAD mice,
although the degree of impairment is weaker than in older mice. Because hippocampal D-serine
contents remain unaffected compared to WT mice at this age, we looked for earlier involvement
of the amino acid and particularly in 1.5-2 months-old animals when A levels exponentially

rise (18, 23-25).
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3.6 Characterization of 1.5-2 months-old 5xFAD mice.

Basal neurotransmission, paired-pulse facilitation, LTP expression and basal NMDA-R
activation were comparable at CA3/CA1 hippocampal synapses in all experimental groups
(Figure 10A-D). Conversely, the percent increase in NMDA-R activation by D-serine was
already significantly reduced in 5xFAD mice, that was not observed in 5XFAD/SR-KO mice
(Kruskal-Wallis with Dunn’s multiple comparisons test, Figure 10E). Interestingly, the
determination of hippocampal amino acid contents showed that in the 1.5-2 months-old 5xFAD

mice, D-serine levels were significant higher compared to WT mice (Mann-Whitney Figure

10F).
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Figure 10: NMDA-R recruitment is impacted in 1.5-2 months-old 5xXFAD mice that is
prevented by SR deletion.

A. Bar graphs with mean = SEM illustrating the basal synaptic transmission calculated as the
fEPSP/PFV ratio at 400pA stimuli intensity in slices from WT (n=12), 5xFAD (n=14) and
5xFAD/SR-KO (n=17) mice of 1,5-2-month-old. In the insert is superimposed representative
traces of non-NMDAR-mediated fEPSPs obtained in the 3 experimental groups. B. Bar graphs
with mean £ SEM comparing paired-pulse facilitation ratio in slices from WT (n=12), 5xFAD
(n=14) and 5xFAD/SR-KO (n=17) mice. C. Bar graphs with mean + SEM depicting LTP
magnitude determined for the last 15min of recording in slices from WT (n=6), 5xXFAD (n=8)
and 5xFAD/SR-KO (n=7) mice. D. Bar graphs with mean + SEM illustrating the fEPSP/PFV
ratio at 400pA stimulation intensity of isolated NMDA-R synaptic potentials in slices from WT
(n=7), 5xFAD (n=6) and 5xFAD/SR-KO (n=10) mice. E. Box plot with the median + mini/max
illustrating the percentage increase in NMDA-R fEPSP/PFV ratio after addition of a saturating
dose of D-serine (100uM) calculated for a 400pA stimulation intensity ($ P<0.05 with one
sample Wilcoxon test vs. 0 and * P<0.05 compared to WT mice Kruskal-Wallis with Dunn’s
multiple comparisons test). F. Superimposed respective traces obtained in the 3 groups before
and 15min after D-serine supplementation. G. Box plot with median + mini/max of D-serine
concentrations respectively (in nmol/g of tissue). Compared to WT mice, D-serine was
significant increase in 5XFAD aged of 1.5-2 months (WT n=9 and 5xFAD n=9) ** P< 0.01;
Mann-Whitney for each amino acid).

Taken together, these results indicate that an early increase in D-serine availability takes place
in 5XxFAD mice that is concomitant to the AP rise and which is associated with a reduced

recruitment of synaptic NMDA-R at CA3/CAT1 hippocampal connections.
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4. Discussion

Currently, a better understanding of AD-related pathophysiology - especially at early
stages of the disease - is crucial to develop biomarkers and effective therapeutic strategies.
Extensive preclinical studies point out an early contribution of amyloid-induced synaptic
damages in AD-related cognitive deficits [37, 38] in which the amino acid D-serine could be
involved (reviewed in [11]). In the present study, we provide new evidence that D-serine
removal prevents several cognitive deficits and functional impairment in the SXFAD mouse
model of AD displaying increased amyloidogenic context. On the one hand, hippocampal D-
serine levels transiently increase in these mice when the AP load starts to exponentially rise
[18, 23-25]. On the other hand, these modifications are closely linked to a reduced recruitment
of NMDA-R at CA3/CA1 hippocampal synapses. Together our data argue for an early
deleterious role of D-serine that would progressively deregulate NMDA-R activation and

related functional synaptic plasticity, leading to later cognitive decline.

As previously reported [34, 39], massive amyloidogenesis has been found in the SXFAD
mouse model of AD. This is characterized by an initial increase in AP levels starting 1.5-2
months after birth [18; 23-25] that continuously rises throughout lifetime. This rise is associated
with cognitive deficits in aged 10-12 months-old mice. as confirmed in this study, including
impairments of working memory and spatial learning, as well as defects in cognitive flexibility.
Importantly, our study indicates that most of these cognitive deficits was completely or partially
prevented when D-serine was removed by genetic deletion of the synthesizing enzyme SR.
Considering that SR elimination per se does not affect those cognitive processes [22], we can
propose a significant involvement of D-serine in cognitive deficits related to the B-amyloid

pathology.
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Now the questions of the mechanisms as well as the timing underlying this involvement
may be asked. D-serine is required for NMDA-R activation and the expression of synaptic
plasticity such as LTP [40], a functional property of neuronal networks suggested to underlie
learning and memory [29]. Here, we show that aged memory-impaired 5SxXFAD mice have
impaired LTP and reduced NMDA-R recruitment at hippocampal CA3/CA1 synapses.
Although to a weaker degree, these functional alterations are already present in younger (3-4
months-old) mice confirming that B-amyloid-dependent synaptic failures occur well before
cognitive alterations. Previous electrophysiological studies do not report LTP alterations in
5xFAD mice younger than 6 months of age [41]. A difference in the genetic background could
be a reasonable explanation since we maintained our SXFAD mice on a pure C57B1/6 line while
others used a B6/SJL background, that may modify the onset and progression of the
pathological features. Accordingly, a recent study [34] in the same line as we used also found
LTP impairment in 4-5 months-old mice.

The decreased recruitment of synaptic NMDA-R in 5xFAD mice agrees with a
mechanism of receptor endocytosis promoted by AP previously proposed in both preclinical
and clinical studies [37, 42, 43]. Indeed, evidence has been provided to show that AB may
primarily stimulate extra-synaptic NMDA-R by increasing ambient glutamate levels, thus
promoting endocytosis of glutamate receptors at synaptic junctions [see 44]. However, we show
here that the weaker synaptic NMDA-R recruitment is not found in 5xFAD mice with a
concomitant SR deletion, while the deficit starts in FAD mice when both AP load and D-serine
levels increase concomitantly. Interestingly, long lasting application of D-serine was reported
to prime a NMDA-R clathrin-dependent endocytosis [45]. We can therefore hypothesize that
this priming is activated in 5XFAD mice by the AB-induced increase in the amino acid, leading
a progressive reduction of recruitable synaptic NMDA-R and consequently of the expression

of functional plasticity in neuronal networks. Nevertheless, the possibility that both D-serine
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dependent and independent mechanisms occur in AD-related pathophysiology to impact

synaptic NMDA-R activity cannot be totally ruled out.

The question of the mechanism underlying the rise of D-serine driven in 5XFAD mice
by the amyloid processes has to be considered. On the one hand, first in vitro studies report that
AP can stimulate SR expression and D-serine release through different inflammatory stimuli
[12, 13]. More recently, reactive astrocytes in AD patients and in a rat model of the disease
have been shown to express SR and release D-serine that do not occur in control conditions
[15]. However, these mechanisms can be discarded in our study since the increase in D-serine
occurs early in 5XFAD mice before any signs of neuroinflammation. In addition, only few
reactive astrocytes were observed in the 10-12 months-old mice, and they did not express SR
while the D-serine content was not different from controls.

On the other hand, recent evidence indicates that the Asc-1 subtype of neutral amino acid
transporters mainly support the D-serine release from neurons [46]. The possibility that the rise
of AP in 5xFAD mice could transiently facilitate the activity of these transporters and thus
increase the synaptic availability of D-serine is currently under investigation.

Compelling the results of the present study and the data available in the literature [15], we can
thus hypothesize a dual contribution of D-serine in AD-related pathophysiology, with an early
participation associated with the onset of the amyloidogenesis and a later involvement linked

to the development of inflammatory processes.

Despite our study argues for a significant role of D-serine in deficits driven by
amyloidogenesis, other mechanisms independent of the amino acid are certainly concerned
without any doubt. Indeed, several cognitive and functional impairments such as those affecting

spatial learning, reference memory or basal neurotransmission mediated by non-NMDA-R at
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CA3/CA1 hippocampal synapses, are not totally prevented in SXxFAD mice by the concomitant
SR deletion. Accordingly, new recently discovered An peptides deriving from an alternative n-
Secretase processing of the amyloid precursor protein, were found to affect synaptic functioning
in hippocampal neuronal networks [47] that could account for the remaining deficits displayed

by 5xFAD mice with SR deletion.

Our study in 5xFAD mice favors the hypothesis of a deleterious impact of increased D-
serine levels in AD-related pathology, which is consistent with previous investigations in other
murine models of the pathology including APPSwe/PS1AE9 transgenic mice [16] and TgF344-
AD rats [15]. Nevertheless, it is opposite to data indicating that memory deficits in in 3xTG
mouse model could result from an altered astrocytic glycolysis inducing a reduced production
of the precursor L-serine and consequently of D-serine [17]. This controversy clearly shows the
complexity of the animal used to assess the pathophysiology of AD patients. For example, the
3xTG mouse model displays significant tau pathology but reduced amyloidogenesis and
neurodegeneration compared to SXFAD mice [18, 48]. Furthermore, the onset and time course
of the respective pathological features may differ between models. Keeping these limits in mind
and considering the data presented here, we reasonably think that the possibility of using oral

L-serine as a ready-to-use therapy for AD [17] should be considered with caution.
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COMPLEMENTARY DATA

1.1 Determination of the amyloid load.

Amyloid peptide levels (including AB4o and AB4> forms) were determined in hippocampal brain
extracts using a commercial immunoassay (Meso Scale Diagnostics; kit: Human V-Plex Plus
AP Peptide Panel 1 (4G8). ELISA was performed using the kit manufacturer’s instructions by
the cytometry and immunobiology facility (CYBIO) at the Cochin Institute (Paris). Briefly, the
assay uses C-terminus-specific capture antibodies for the different AP peptides with SULFO-

TAG-labeled anti-A antibodies for detection by chemiluminescence.

1.2 Determination of the amyloid plaques.

Transcardiac perfusions were made with sodium phosphate buffer (PBS 0.1M) and then by a
4% paraformaldehyde (PFA) solution. After 24h in PFA solution, transverse sections of 40pum
were made using a vibratome (LEICA®, VT 1000S). Cryoprotective slides (30% ethylene
glycol, 30% glycerol, 40% PBS 0.1M) were rinsed in phosphate buffer (PB 0.1M), mounted on
gelatin slides and dried at room temperature for 3 days. The slides were immersed in deionized
water (5min), a Meyer's hematoxylin solution (10 min, Merck, MHS32-1L), tap water (5min)
and a sodium chloride solution (20min, Fisher, 10616082), itself containing 1% sodium
hydroxide (Merck, S8045-1KG). Staining of amyloid deposits used a Congo red solution during
20min (Merck, HT60 Congo Red Kit) - previously filtered - containing 1% sodium hydroxide.
After dehydration by two solutions of ethanol at 100° and 90° (60sec), slides were placed in
Rotihistol during 7min and mounted with Histokit. Slides were scanned at the CMABIO center
(Caen) at x20 magnification in white light, hippocampus regions were delineated on each slice
using the QuPath® software and the number of stains were identified to an automatic counting

program using Python softwer.
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2. Hippocampal Ap load and amyloid plaques labeling.

Hippocampal A levels were quantified in 10-12-month-old mice (Figure S1) using the
electroluminescent assay with high affinity for peptide and oligomeric forms while aggregation

into amyloid plaques was determined with a Congo red coloration.
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Figure S1: High AP hippocampal load and amyloid plaques occur in SxXFAD mice, without
impact of SR deletion.

A. Box plot with the median + mini/max of total AP (including AP and A4 isoforms)
concentrations (in ng/mg of protein) determined in hippocampal tissues of 10-12 months-aged
WT (n=4), 5xFAD (n=4) and 5xFAD/SR-KO mice (n=5) (*** P<0.001 compared to WT mice;
Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons). B. Box plot with median + mini/max
of amyloid plaques (in number of plaques/mm?) in hippocampus of 5XFAD (n=5), 5xFAD/SR-
KO mice (n=4) compared to WT (n=2) mice (* P<0.05 compared to WT mice; Kruskal-Wallis
test with Dunn’s multiple comparisons).

As previously reported [18], AP levels (Figure S1A) and aggregation into amyloid plaques
(Figure S1B) were drastically elevated in 10—12-month-old 5XxFAD mice compared to WTs.

For both parameters, no significant difference was found between 5xFAD and 5xFAD/SR-KO
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mice (Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons) indicating that the SR deletion

does not affect the amyloid burden.

* %

Hippocampal Af levels (ng/mg of protein)

Figure S2: Hippocampal AP load is increased in 3-4-months-old SxXFAD mice, without
impact of SR deletion.

Box plot with the median £ mini/max of total AP (including AP40 and AP42 isoforms)
concentrations (in ng/mg of protein) determined in hippocampal tissues of WT (n=4), SxFAD
(n=7) and 5xFAD/SR-KO (n=7) mice aged of 3-4 months (* P<0.05 ** P<0.01 compared to
WT mice; Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons).

Analyses of AP levels in 3-4 months-old animals (Figure S2) indicated that 5xFAD and
5xFAD/SR-KO mice displayed concentrations +150-200-fold lower than older mice, but which
remained significantly higher than age-matched WT mice (Kruskal-Wallis test with Dunn’s
multiple comparisons). As previously observed in older mice, SR deletion did not impact the

amyloid load since no significant difference was found between 5xFAD and 5xFAD/SR-KO

mice.

155



C. Données complémentaires a l'article 2 :

Cette section se propose de présenter des données obtenues dans le cadre de mes
travaux de thése, mais non incluses dans I'article 1. Ceci est lié plus particulierement aux
impératifs de place alloués dans la revue scientifique qui ne s’appliquent pas a la présentation
de ce manuscrit. Bien que ces résultats soient secondaires par rapport a ceux retenus pour
I'article, ils n’en restent pas moins importants pour mettre en valeur ce travail dans sa
globalité et méritent donc d’étre illustrés et discutés dans ce manuscrit.

Dans un premier temps, une partie comportementale sera présentée comprenant a la fois
I'analyse de tests additionnels réalisés chez les souris agées de 10-12 mois et la batterie
complete des tests réalisés sur les souris dgées de 3-4 mois. Dans un second temps, I'analyse

des dosages par HPLC d’autres acides aminés que la D-serine sera détaillée.

Données comportementales :

1) Etude de I'activité locomotrice spontanée et des comportements liés a
I’anxiété chez les souris agées de 10-12 mois :

Dans le domaine de la recherche biomédicale, I'évaluation des processus cognitifs
repose en grande partie sur des tests comportementaux basés sur le comportement
exploratoire des animaux. Cependant, ce comportement d’exploration est également
tributaire de facteurs indépendants aux processus cognitifs comme I'activité locomotrice ou
les comportements liés I'anxiété. Dans |'optique d’exclure de potentiels biais lors de I'analyse
des processus cognitifs et de caractériser au mieux les modéles d’étude, une analyse de
I'activité locomotrice spontanée a été réalisée a I'aide d’une boite d’actimétrie tandis que
deux composantes liées a I'anxiété ont été étudiées avec le test de la boite noire et blanche

et celui de I'openfield.

Il est ici important de rappeler que ces comportements ont déja été évalués chez les souris
SR-KO agées de 10-12 mois et qui ont été présentés dans l'article 2 présenté en annexe de ce
manuscrit. Aucune modification comportementale majeure n’avait été retrouvée dans ce

groupe expérimental.

156



e Evaluation de I'activité locomotrice spontanée

Ni I'activité horizontale, ni I'activité verticale ne sont modifiées chez les souris 5xFAD et
5xFAD/SR-KO, par comparaison aux souris WT (ANOVA une voie) (Figure 25A et B). Ainsi,
I'activité locomotrice spontanée n’est donc pas impactée par les 5 mutations présentes chez
les souris 5xFAD de 10-12 mois - avec ou sans la délétion de la SR, permettant de s’affranchir

de tout biais moteur dans I'analyse de I'ensemble des tests comportementaux réalisés.
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Figure 25 : Activité locomotrice spontanée horizontale et verticale lors du test de la boite
d’actimétrie. Histogrammes (moyenne + SEM) illustrant l'activité locomotrice spontanée
horizontale (A) et verticale (B) chez les souris WT (n=19), 5xFAD (n=20) et 5xFAD/SR-KO (n=20)
dgées de 10-12 mois (ANOVA une voie et test de Dunnett T3 pour les comparaisons multiples,
vs. WT).
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e Comportements liés a I'anxiété
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Figure 26 : Pourcentage du temps passé dans le compartiment blanc de la boite noire et blanche
et pourcentage de distance passée dans le centre de I'openfield. A. Histogramme (moyenne *
SEM) représentant le pourcentage de temps passé dans le compartiment blanc du dispositif de
boite noire et blanche, chez les souris WT (n=19), 5xFAD (n=19) et 5xFAD/SR-KO (n=18) dgées
de 10-12 mois (ANOVA une voie). B. Histogramme (moyenne + SEM) le pourcentage de distance
passé dans le centre de I'openfield, chez les souris WT (n=19), 5xFAD (n=17) et 5xFAD/SR-KO
(n=20) Ggées de 10-12 mois (ANOVA une voie).

Comme on le visualise sur la Figure 26A, les quatre groupes de souris passaient en moyenne
+30% du temps de I'expérimentation dans le compartiment blanc/éclairé, sans afficher de
différence significative entre les groupes (ANOVA une voie). Dans le test de |'openfield, les
résultats obtenus n’ont pas montré de différence significative dans le pourcentage de distance
traversée dans le centre du dispositif chez les souris 5xFAD et les souris 5xFAD/SR-KO,
comparées aux souris WT (Figure 26B, ANOVA une voie).

L’analyse de ces deux variables n’a donc pas mis en avant de modification comportementale
induite par la pathologie amyloide, aussi bien chez les souris 5XxFAD que chez les souris
5xFAD/SR-KO ou la SR a été éliminée. Ces résultats ont ainsi permis d’écarter les potentiels
interférences liées au niveau d’anxiété dans I’analyse des capacités cognitives présentées dans

I"article 2.
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2) Etude comportementale chez les souris 4gées de 3-4 mois :

L'étude comportementale présentée dans ce manuscrit a été initialement réalisée chez
des souris 5XFAD agées de 10-12 mois, age auquel la littérature avait déja rapporté des déficits
cognitifs (Flanigan et al., 2014 ; Schneider et al., 2014 ; O’Leary et al., 2017). Constatant que
I’étude électrophysiologique rapportait des atteintes de la fonctionnalité des réseaux
neuronaux hippocampiques deés I'age de 3-4 mois, une étude comportementale a donc été
réalisée afin d’en évaluer I'impact sur les processus cognitifs a ce stade de la pathologie
amyloide. De facon similaire a I'étude comportementale des souris plus agées, I'activité
locomotrice spontanée et les comportements liés a I'anxiété ont été étudiés. Ces derniers ont

été évalués seulement a I'aide du test de I'openfied.

A noter que I'ensemble des tests comportementaux réalisés chez les souris dgées de 3-4 mois
a été réalisé avec les mémes dispositifs et protocoles expérimentaux que pour les souris agées

de 10-12 mois.

Dans ce cadre d’expériences, les capacités cognitives ont également été évaluées chez les
souris SR-KO dgées de 3-4mois, toujours dans le but de s’assurer de I’'absence de modification
comportementale induite par la délétion de la SR. Afin de ne pas surcharger la lecture, ces
résultats n‘ont pas été illustrés dans cette section et ne rapportaient pas de modification
comportementale majeures mis a part une diminution mineure des processus de flexibilité

cognitive.
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e Evaluation de I'activité locomotrice spontanée

Si l'observation de la Figure 27A laisserait penser a une augmentation de |'activité horizontale
chez les souris 5xFAD/SR-KO, aucune différence statistique significative n’a été trouvée entre
les trois groupes expérimentaux (test de Kruskal-Wallis). De méme, aucune différence
significative n’a été trouvée entre les groupes en ce qui concerne l'activité verticale (Figure

27B, ANOVA une voie).
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Figure 27 : Activité locomotrice spontanée horizontale et verticale évaluées par le test de la boite
d’actimétrie. Graphiques (médiane + Ecart Interquartile, El) illustrant I'activité locomotrice
spontanée horizontale (A) et verticale (B) chez les souris WT (n=12), 5xFAD (n=11) et 5xFAD/SR-
KO (n=10) dgées de 3-4 mois (ANOVA une voie).

Parallelement, les performances des animaux dans le test de la boite d’actimétrie n’ont pas
mis en évidence d’'impact du contexte amyloide en présence ou non de la délétion de la SR

sur I'activité locomotrice spontanée.

e Evaluation des comportements liés a "anxiété :

La comparaison du pourcentage de temps passé dans le centre du dispositif n’a indiqué
aucune différence significative entre les trois groupes expérimentaux (ANOVA une voie)

(Figure 28A). De plus, aucune différence significative n’a été trouvée concernant le
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pourcentage de distance passé dans le centre du dispositif de I'openfield (ANOVA une voie)

(Figure 28B).
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Figure 28 : Pourcentage de temps passé dans le centre de I'openfield et le pourcentage de
distance parcourue dans le centre. A. Histogramme (moyenne + SEM) illustrant le pourcentage
de temps passé dans le centre de I‘openfield, chez les souris WT (n=10), 5xFAD (n=9) et
5xFAD/SR-KO (n=10) (ANOVA une voie). B. Histogramme (moyenne *+ SEM) représentant le
pourcentage de distance parcourue dans le centre de I'openfield, chez les souris WT (n=10),
5xFAD (n=9) et 5xFAD/SR-KO (n=10) (ANOVA une voie).

L’ensemble de ces résultats permettent ainsi de s’affranchir de I'intervention significative de
biais liés a I'activité locomotrice et du niveau d’anxiété dans I'analyse des capacités cognitives

réalisée parallélement.

e Evaluation de la mémoire de travail spontanée par le test du labyrinthe en Y :

Le pourcentage d’alternances spontanées était significativement supérieur a la valeur de
hasard pour chaque groupe expérimental (t-test univarié comparé a la valeur 50) (Figure 29).

De plus, aucune différence significative intergroupe n’a été relevée (test ANOVA une voie).
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Figure 29 : Pourcentage d’alternances réalisées lors du test du labyrinthe en Y. Histogramme
(moyenne + SEM) illustrant le pourcentage d’alternances réalisées chez les souris WT (n=12),
5xFAD (n=10) et 5xFAD/SR-KO (n=10) (S P<0.05 t-test univarié comparé a la valeur chance de
50 pour chaque groupe, test ANOVA une voie pour la comparaison intergroupe).

Ces résultats indiquent qu’a I'age de 3-4 mois, la mémoire de travail immédiate n’est pas

impactée par les 5 mutations liées a I'amyloidogénése avec ou sans la délétion de la SR.

e Apprentissage spatial, mémoire de référence et flexibilité cognitive a I'aide du test
du MWM :

Les performances d’apprentissage spatial sont évaluées par la mesure du temps nécessaire
pour atteindre la plateforme. Toutefois, ce paramétre peut souffrir de biais d’interprétation
en raison de problémes moteurs. Pour s’en assurer, la mesure de la vitesse de nage a été
réalisée (Figure 30A). L'analyse statistique a révélé un effet groupe lors du premier jour
d’apprentissage (test de Kruskal-Wallis pour chaque jour), avec une vitesse de nage plus
élevée chez les animaux WT. Des lors, la distance parcourue jusqu’a la PF (et non la latence) a
été utilisée pour analyser les performances d’apprentissage (Figure 30B).

Une diminution de la distance médiane parcourue entre le premier et le dernier jour des tests
a été trouvée dans chaque groupe (test de Wilcoxon pour données appariées entre J1 et J5
par groupe). Ce résultat atteste de I'acquisition d’un apprentissage de la tache par les trois
groupes de souris. Par ailleurs, une analyse détaillée des performances au dernier jour

d’apprentissage a été effectuée. La distance parcourue au 5°™¢ jour n’a révélé aucune
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différence significative entre les groupes (test de Kruskal-Wallis). L'ensemble de ces résultats
indique que l'efficacité de l'apprentissage spatial n’a pas été impactée par le contexte

amyloidogénique avec ou sans la délétion de la SR chez les souris agées de 3-4 mois.
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Figure 30 : Apprentissage spatial, mémoire de référence et flexibilité cognitive évalués par le
test du MWM. A. Graphique (médiane * El) illustrant la vélocité quotidienne des souris WT
(n=11), 5xFAD (n=9) et 5xFAD/SR-KO (n=9) lors du 1¢" jour et du 5¢™¢ et dernier jour
d’apprentissage spatial (* P<0,05 test de Kruskal-Wallis pour chaque jour). B. Graphique
(médiane * El) présentant la distance parcourue quotidiennement pour atteindre la PF par les
souris WT (n=11), 5xFAD (n=9) et 5xFAD/SR-KO (n=9) lors du 1¢" jour et du 5°"¢ jour
d’apprentissage spatial (£ P<0,05 test de Wilcoxon pour données appariées entre J1 et J5 pour
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chaque groupe. C. Graphique (médiane + El) présentant le pourcentage de temps passé dans le
quadrant cible (NE) par les souris WT (n=11), 5xFAD (n=9) et 5xFAD/SR-KO (n=9) lors du Probe-
test-1 (S P<0,05 test des rangs signés de Wilcoxon comparé a la valeur chance de 25 ; test de
Kruskal-Wallis pour la comparaison intergroupe). D. Graphique (médiane * El) illustrant la
vélocité quotidienne des souris WT (n=11), 5xFAD (n=9) et 5xFAD/SR-KO (n=9) lors du 7¢" jour et
du 11¢™ jour d’apprentissage spatial inversé (Wilcoxon pour données appariées entre J7 et J11 ;
* P<0,05 *** p<0,001 **** P<0,0001 test de Kruskal-Wallis). E. Graphique (médiane + El)
montrant la distance parcourue quotidiennement pour atteindre la PF par les souris WT (n=11),
5xFAD (n=9) et 5xFAD/SR-KO (n=9) lors du 7¢" jour et du 11°™¢ jour d’apprentissage spatial
inversé (£ P<0,05 test de Wilcoxon pour données appariées entre J1 et J5 pour chague groupe).
F. Histogramme (moyenne + SEM) illustrant le pourcentage de temps passé dans le quadrant
cible (SO) par les souris WT (n=11), 5xFAD (n=9) et 5xFAD/SR-KO (n=9) lors du Probe-test-2 (S
P<0,05 test des rangs signés de Wilcoxon comparé a la valeur chance de 25 ; test de Kruskal-
Wallis pour la comparaison intergroupe).

Un probe-test a par la suite été réalisé de maniere a évaluer la force de rappel de la localisation
de la PF - mémoire de référence (Figure 30C). Bien qu’aucune différence significative entre les
groupes n'ait été retrouvée, le pourcentage de temps passé dans le cadran cible était
significativement supérieur a la valeur chance, uniquement chez les souris WT et 5xFAD/SR-
KO ; et pas chez les souris 5xFAD (test des rangs signés de Wilcoxon pour chaque groupe). La

délétion de la SR chez les souris 5XFAD/SR-KO aurait ainsi permis de prévenir ce déficit.

Par la suite, un nouvel apprentissage spatial a été réalisé aprés changement de place de la PF,
afin d’évaluer la flexibilité cognitive. Une différence de vélocité était a nouveau retrouvée
entre les quatre groupes expérimentaux lors du premier (J7) et dernier jour du test (J11)
(Figure 30D), amenant a analyser la distance parcourue plutot que la latence a trouver la PF.
Une diminution de la distance parcourue entre le premier et le dernier jour était observée
pour chacun des groupes, témoignant de la réussite de I'apprentissage inversé (test de
Wilcoxon pour données appariées par groupe, Figure 30E). Par ailleurs, les performances au
dernier jour de ce réapprentissage apparaissaient similaires entre les groupes (test de Kruskal-

Wallis).

Lors du probe test qui a suivi et mesurant les performances de mémoire de référence, le
pourcentage de temps passé dans le nouveau quadrant cible était significativement supérieur
a la valeur de hasard pour I'ensemble des groupes (Figure 30F, test des rangs signés de

Wilcoxon comparé a la valeur chance de 25).

164



Pour résumer, I'activité locomotrice et les comportements liés a I'anxiété ne semblent
pas modifiés par le context d’amyloidogénése accentuée chez les souris 5xFAD, que ce soit
avec ou sans la délétion de la SR. Ces résultats ont été obtenus aussi bien a 3-4 mois, que
lorsque les taux d’AP sont encore plus importants a 10-12mois. Concernant les processus
cognitifs évalués dans cette étude, un impact progressif du context amyloide a été retrouvé
chez les souris 5xFAD. D’une part, a I'age de 3-4 mois, seul un faible déficit de la mémoire de
référence, a été retrouvé chez les souris 5XxFAD et oUu la D-sérine apparait étre impliquée,
comme le propose I'abscence de déficit chez les souris 5xFAD/SR-KO. D’autre part, en
parrallele a 'augmentation d’AP, d’avantage d’altérations cognitives ont été observées a I'age

de 10-12 mois et dans lesquelles la D-sérine semblerait également jouer un role significatif.

Détermination des taux d’autres acides aminés hippocampiques :

En parallele avec la détermination des taux de D-sérine provenant du tissu
hippocampique, il était important d’avoir connaissance des niveaux de son précurseur, la L-
sérine, et de I'agoniste majeur des NMDA-R, le glutamate. Les dosages des taux de ces deux
aa ont été réalisés sur les mémes échantillons que ceux utilisés pour la D-sérine et dans les

trois ages d’étudiés.

Les taux de L-sérine apparaissent modifiés dans un contexte d’amyloidogénése seulement a

I’age de 3-4 mois (Figure 31), avec une diminution significative retrouvée chez les souris 5xFAD

comparée aux souris WT (test Mann-Whitney).
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Figure 31 : Dosage des taux de L-sérine hippocampique selon les trois dges étudiés. Graphiques
(médiane + El) illustrant les taux de L-sérine hippocampique chez les souris WT (n=12) et 5xFAD
(n=10) aux dges de 1,5-2 mois, 3-4 mois et 10-12 mois (* P<0.05 test de Mann Whitney entre
les souris WT et 5xFAD Ggées de 3-4 mois).

Il est intéressant de rappeler que les taux de D-sérine ne sont pas modifiés a cet dge chez les
souris 5xFAD, indiquant qu’une modification des taux du précurseur n’influence pas
forcément les taux de son métabolite. D’autre part, il est important de signaler que la L-sérine
est présente avec des taux trois fois supérieurs a ceux de la D-sérine suggérant qu’une faible

modification n’est pas de conséquence en aval.

Concernant I'analyse des taux de glutamate hippocampique (Figure 32), une tendance a la
diminution a été retrouvée chez les souris 5xFAD agées de 3-4 mois comparée aux taux des
souris WT (P=0,063 test Mann Whitney) tandis qu’aucune modification n’a été observée aux

autres ages (Figure 32).
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Figure 32 : Dosage des taux de glutamate hippocampique selon les trois dges d’étudiés.
Graphiques (médiane + El) illustrant les taux de glutamate hippocampique chez les souris WT
(n=12) et 5xFAD (n=10) aux Gges de 1,5-2 mois, 3-4 mois et 10-12 mois (# P=0,063 test de Mann
Whitney entre les souris WT et 5xFAD dgées de 3-4 mois).

En résumé, une légére diminution des taux de L-sérine et une tendance a la diminution des
taux de glutamate sont observées chez les souris 5xFAD adultes jeunes, observations qui font
écho aux données obtenues chez les souris 3xTG-AD. En effet, il a été rapporté une diminution
des taux de glutamate et de L-sérine dans ce modele de MA en réponse a une baisse des taux
du glucose astrocytaire (Le Douce et al., 2020). Il serait donc intéressant d’étudier le

métabolisme du glucose astrocytaire chez les souris 5xFAD.
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V. Discussion

L'absence de traitement curatif de la MA a poussé les chercheurs a préciser les
mécanismes moléculaires et cellulaires associés a la physiopathologie de cette maladie et plus
particulierement a leur mise en place lors de la phase précoce. L’objectif de cette these s’est
inscrit dans cette dynamique et a eu pour but de déterminer I'implication de I'acide aminé D-
sérine dans les atteintes associées a la pathologie amyloide, une des caractéristiques centrales
de la MA. Cette étude s’est faite a I'aide d’un modeéle animal innovant, couplant un contexte
d’amyloidogénése prononcée (la souris 5xFAD) a I'absence de D-sérine (la souris SR-KO).
L'approche a été multidisciplinaire avec des techniques allant d’études in vitro a des tests

comportementaux, afin d’avoir une vision la plus intégrée possible de la problématique.

L'aspect novateur de ce travail réside dans la découverte d’'une implication précoce de la D-
sérine dans les processus délétéres associés au contexte d’amyloidogénese. Ce résultat est
particulierement innovant et vient compléter le réle tardif de I'acide aminé dans la toxicité
associée aux phénomeénes inflammatoires, comme cela a été proposé récemment dans la
littérature (Balu et al., 2019). Ainsi, cette nouvelle vision de la D-sérine dans la pathologie
amyloide permet d’envisager de nouvelles perspectives prometteuses concernant la

recherche de traitements thérapeutiques précoces de la MA.

Ces travaux de thése soulevent différentes réflexions et interrogations qui vont étre
maintenant discutées. Une premiére partie reprendra la chronologie des résultats obtenus
dans cette étude, en y abordant la question de 'origine de I'augmentation précoce des taux
de D-sérine hippocampique chez les souris 5XxFAD. Puis, les hypothéses mécanistiques de cette
augmentation et du déficit évolutif de recrutement des NMDA-R aux synapses CA3/CA1
associé seront considérées. Une seconde partie proposera une vision plus exhaustive quant
au role de la D-sérine dans la MA. Enfin, en considérant un point plus conceptuel, une derniére
partie abordera la problématique de I'apport de modéles animaux multiples pour aborder la

physiopathologie d’une maladie neurodégénérative comme la MA.
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A. Implication de la D-sérine dans la pathologie amyloide.

En premier lieu, les investigations ont permis de caractériser le modele 5xFAD/SR-KO
a I'aide d’animaux agés de 10-12mois (cf. Figure 33). Lutilisation d’animaux contréles (souris
5xFAD) a permis de d’observer les caractéristiques de ce modele déja rapporté dans la
littérature, a savoir des déficits cognitifs, une atteinte fonctionnelle électrophysiologique (au
niveau des synapses CA3-CAl de I'hippocampe), mais aussi de caractériser de nouvelles
atteintes comme celle du recrutement des récepteurs NMDA a la synapse. La création du
nouveau modele (5xFAD/SR-KO) a surtout permis de montrer pour la premiére fois,
I'implication de la D-sérine dans la majeure partie de ces déficits, indiquant un réle central de
I'acide aminé dans le versant amyloide de la MA.
D'autre part, nous avons montré I'importance de la D-sérine dans |'atteinte de la flexibilité
comportementale des souris 5xFAD dans le test du « reversal learning » de la piscine de
Morris, mais I'analyse fonctionnelle associée reste a étre étudiée. La LTD est une forme de
plasticité synaptique impliquant le NMDA-R (Liischer & Malenka, 2012) et qui est proposée
comme substrat fonctionnel de la flexibilité cognitive (Nicholls et al., 2008 ; Collingridge et al.,
2010). Des lors il serait intéressant d’étudier la fonctionnalité de la LTD chez nos souris
5xFAD/SR-KO versus 5xFAD. Des travaux du laboratoire encore non publiés (thése du Dr.
Lecouflet) suggérent une augmentation significative de la LTD chez les souris 5XxFAD que nous
cherchons actuellement a confirmer et pour laquelle I'implication possible de la D-sérine est
recherchée.
Cette premiere étude réalisée a un stade avancé de I'accumulation amyloide de notre modele
murin (10-12 mois) a permis de révéler un réle significatif de la D-sérine dans les déficits
cognitifs et fonctionnels. Néanmoins, les taux de D-sérine hippocampiques n’ont pas été
retrouvés modifiés chez les souris 5XFAD par rapport aux animaux contréles. Pris dans leur
ensemble, ces résultats suggerent une implication de la D-serine dans des stades plus
précoces de I'amyloidogénese. Ainsi, afin de mieux caractériser le « quand » intervient la D-
sérine dans la pathologie amyloide, une étude sur la cinétique d’apparition des troubles

cognitifs et fonctionnels a été initiée.

L’analyse des investigations portant sur les souris 5xFAD agées de 3-4mois est en accord avec

les données de la littérature (Oakley et al., 2006 ; Tang et al., 2016 ; Gu et al., 2018 ; Wu et al.,
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2018 ; Forner et al., 2021). En effet, elle montre en outre un niveau d’accumulation plus faible
d’AB, associée a la présence déja a cet age d’altérations fonctionnelles des connexions
CA3/CA1 hippocampiques (dégradation de la LTP, baisse du recrutement des NMDA-R
synaptiques), mais dont I'amplitude apparait moins marquée que celles trouvées chez les
souris agées de 10-12 mois. On constate d’autre part que ces atteintes fonctionnelles des
réseaux neuronaux hippocampiques ne sont pas associées a des déficits marqués au niveau
cognitivo-comportemental, hormis une altération de la mémoire de référence, déja rapporté

dans la littérature (Li et al., 2019).

Un second enseignement conséquent de cette analyse correspond au fait que I'altération de
la mémoire de référence et les déficits synaptiques sont également abolis quand les souris
5xFAD présentent la délétion de la SR, a I'image de ce qui est obtenu chez les animaux plus
agés. A ce stade les taux de D-sérine hippocampique ne sont également pas modifiés, nous
amenant a penser que lI'implication de I'acide aminé s’effectue a un stade encore plus précoce

de la pathologie amyloide.
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Figure 33 : Tableau résumant les principaux résultats obtenus au cours de cette thése chez les
souris 5xFAD et I'implication de la D-sérine.
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Bien que moins étudié dans le modeéle 5xFAD par rapport a des stades plus avancés, il a été
montré une accumulation amyloide exponentielle de dépots amyloides qui s’installent
rapidement des I’'dge de 1,5-2mois, avec une composante intracellulaire prononcée (Oakley
etal., 2006 ; Eimer & Vasson, 2013 ; Boza-Serrano et al., 2018 ; Daini et al., 2021). De maniere
tout a fait intéressante, notre étude montre que simultanément a cette "poussée" amyloide,
les taux de D-sérine s’accroissent significativement dans les tissus hippocampiques. A ce stade,
si I'expression de la LTP n’est pas affectée, on constate déja I'amorce d’un déficit de
recrutement des NMDA-R synaptiques qui n’est pas observée chez les animaux 5xFAD du

méme age présentant une délétion de la SR.

Ainsi, cette étude longitudinale permet de faire apparaitre une vision innovante de la D-sérine

comme un acteur trés précoce de la pathologie amyloide et dont les effets s’amplifient

progressivement au cours du développement de la pathologie. Cependant avant d’affirmer
définitivement cette vision, la réalisation de différentes expériences contréles demeure
nécessaire. D’abord, si un consensus existe quant a I'augmentation exponentielle des taux
d’AP chez les souris 5xFAD de 1,5-2mois (Oakley et al., 2006 ; Eimer & Vassar, 2013 ; Boza-
Serrano et al., 2018 ; Daini et al.,, 2021), il nous reste a nous en assurer dans nos propres
travaux. D’autre part, il serait intéressant de déterminer si un apport chronique de D-sérine
chez les souris 5xFAD/SR-KO reproduirait les déficits présentés par les souris 5XxFAD, ce qui

conforterait notre vision d’un réle central de la D-sérine dans la pathologie amyloide.

e Hypothéses mécanistiques pour I'accroissement précoce des taux de D-sérine lors de
I'installation de I'amyloidogénése

L’étape suivante dans I’analyse de nos résultats est de considérer |'origine ou les origines
possibles de I'augmentation précoce des taux de D-sérine hippocampiques, retrouvés lors de

I'induction de I'amyloidogénése chez les souris 5xFAD.

Une premiére hypothése considérerait une modification des taux du précurseur L-sérine.

Ce mécanisme peut cependant étre écarté puisque nous avons montré par I'analyse HPLC que

les niveaux de L-sérine restaient équivalents a ceux des souris contrdles a ce stade initial de la
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pathologie amyloide. Ce résultat oriente donc notre questionnement vers des hypothéses

d’augmentation de I'expression et ou d’activité de la SR.

En effet, des études précliniques indiquent une augmentation de I'expression de la SR par 'A}
gue ce soit dans des modeles in vitro de cultures cellulaires (Wu et al., 2004) ou dans un
modele murin d’amyloidogénése différent de celui utilisé dans ces travaux de thése (Madeira
et al., 2015). Cette possibilité reste donc a étre évaluée chez nos souris 5xFAD. Une étude
préliminaire menée au sein du laboratoire chez des souris agées de 3-4mois (non présentée
dans ce manuscrit) montre une légére augmentation d’expression de la SR, qui n’est toutefois
pas significativement validée.

L’hypothese d’'une modification d’expression de la SR peut également étre appuyée par les
récents résultats décrits dans la littérature. En effet, a la fois chez I’'homme et dans un modeéle
de MA chez le rat, il a été rapporté que les processus inflammatoires associés a la MA
entrainaient une induction anormale d’expression de la SR par les astrocytes devenus réactifs
(Balu et al., 2019). Cependant, comme cela a été caractérisé et rapporté dans |'Article 2,
I’astrocytose est tres limitée dans notre modele d’étude, méme chez les souris agées de 10-
12mois pour lesquelles la charge amyloide est trés importante. De surcroit, aucune expression
de la SR n’était observée au sein des rares astrocytes réactifs observés. De récents travaux
utilisant des souris 5xFAD de méme fond génétique C57BI/6J que le nétre ont montré la
présence d’astrocytes hippocampiques réactifs en grande quantité mais pas avant I'age de
18mois (Forner et al., 2021). Par conséquent, I'hypothése d’une astrocytose réactionnelle
pour rendre compte de I'augmentation précoce des taux de D-sérine peut étre écartée.
Toutefois, la possibilité que ce mécanisme puisse intervenir tres tardivement dans notre
modele 5xFAD ne peut étre définitivement écarté et fait d’ailleurs I'objet de travaux

collaboratifs en cours avec I’équipe du Dr Balu.

Pour compléter cette hypothése d’origine gliale, 'augmentation des taux de D-sérine pourrait
aussi étre en lien avec a une activation de la microglie par le peptide amyloide. En effet, un
phénotype d’activation microgliale s’installe dans les tissus cérébraux de patients atteints de
la MA (Hemonnot et al., 2019 ; Wang et al., 2021), mais également dans de nombreux modéles
animaux, dont les souris 5xFAD (Kang et al., 2021 ; Forner et al.,, 2021). Or des données

précliniques indiquent que I’AB est capable de stimuler I'expression de la SR par les microglies
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activées (Wu et al., 2004, 2007). Ce mécanisme pourrait donc étre une cible d’intérét pour nos
prochaines investigations. Toutefois, si I'activation microgliale a été rapporté chez les souris
5xFAD avec un background C57BI/6, il n’était que peu prononcé avant I’age de 4 mois, ne

s’accentuant que par la suite (Forner et al., 2021).

Enfin, une hypothése alternative pour rendre compte d'une possible augmentation
d’expression de la SR lors de l'installation de I'amyloidogénése ferait intervenir la voie non-
amyloide. En effet, il a été rapporté que les neurones peuvent répondre au stress induit par
I’AB en produisant et libérant rapidement du sAPPa de facon substantielle et transitoire,
mécanisme aidant a leur survie (Rose et al.,, 2018). Or, le sAPPa est capable de stimuler
I’expression des formes dimériques de la SR et d’augmenter les niveaux de D-sérine (Wu et
al., 2007). Compte tenu de ces résultats, il serait maintenant intéressant de déterminer si les
taux hippocampiques de ce peptide sont modifiés chez les souris 5xFAD agées 1,5-2mois en

réponse a la mise en place de 'amyloidogénése.

A cOté de ces hypotheses se focalisant sur I'expression de la SR, il est également possible
d’envisager une modification de I'activité de I'’enzyme. Cette protéine contient en effet une
région de liaison PDZ a son extrémité C-terminale qui lui permet de s'associer a plusieurs
partenaires du domaine postsynaptique, telles que la stargazine et la PSD-95 (Ma et al., 2014).
Lors de la liaison de la SR avec ces deux protéines, un complexe ternaire est formé qui va
modifier 'activité de la SR. En effet, cette opération s’accompagne d’une relocalisation de la
SR a la membrane cellulaire, ce qui va alors réduire son activité (Ma et al., 2014). Or, une
baisse de la protéine PSD-95 a été rapportée chez les souris 5xFAD (Shao et al., 2011 ; Maiti et
al., 2021), ce qui pourrait diminuer la formation des complexes ternaires et faciliter alors le

transfert de la SR au niveau cytosolique augmentant ainsi son activité.

e Hypothéses mécanistiques du déficit de recrutement des NMDA-R a la synapse chez les
souris 5xFAD

Un point essentiel des études électrophysiologiques révele que I'augmentation précoce
des taux de D-sérine induite lors de l'installation de I'amyloidogénese est corrélée a une

diminution de recrutement des NMDA-R au sein des synapses CA3-CA1 de I'hippocampe.
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Cette diminution s’amplifie de surcroit avec le développement de la pathologie amyloide.

Plusieurs mécanismes peuvent étre postulés pour rendre compte de cette diminution.

Une premiere hypothése impliquerait une modification des taux de glutamate conjointe a
celle des taux de D-sérine. En effet, si notre étude ne rapporte pas d’augmentation des niveaux
de glutamate au niveau tissulaire chez les souris 5xFAD a cet age précoce, il est concevable
gu’une augmentation restreinte au niveau synaptique puisse exister. Des données de la
littérature indiquent une diminution de la recapture et une libération accrue du glutamate par
les cellules gliales astrocytaires dans d’autres modeles d’amyloidogénése (Masliah et al.,
2000 ; Li et al., 2009 ; Talantova et al., 2013 ; Hascup et al., 2020) et dans le tissu de patients
atteints de la MA (Li et al.,, 1997 ; Jacob et al., 2007). Cette accumulation du glutamate
entrainerait un « spill over » du neurotransmetteur hors de la synapse pouvant ainsi induire
I'activation de NDMA-R extrasynaptiques. Or une littérature abondante montre que la mise
en jeu de ces récepteurs active une cascade de voies intracellulaires toxiques qui provoque
une internalisation des NMDA-R en plus d’une dégénérescence neuronale via des signaux pro-
apoptotiques (voir Hardingham & Bading, 2010). Toutefois, nos enregistrements
électrophysiologiques indiquent que la transmission synaptique basale médiée par les
récepteurs non-NMDA-R du glutamate n’est pas affectée chez les souris 5xFAD agées de 1,5-
2mois et méme déprimée chez les animaux plus agés. D’autre part, la baisse de recrutement
des NMDA-R synaptiques n’est plus observée chez les animaux 5xFAD/SR-KO. Ces résultats
suggerent donc une contribution mineure du glutamate dans le déficit considéré méme si elle

ne peut pas étre totalement exclue.

En revanche, nos résultats amenent a penser a un role prépondérant de la D-sérine qui
dans ce cadre pourrait étre dépendant des propriétés du NMDA-R non associées a des flux
ioniques. Des données de la littérature indiquent que parallélement a la signalisation ionique
classique, les NMDA-R sont également capables de transmettre un signal par changement de
conformation et/ou liaison a des complexes postsynaptiques (Ferreira et al., 2017). Ainsi des
travaux de co-immunoprécipitation ont révélé qu’une application prolongée de glycine ou de
D-sérine facilite I'association du NMDA-R avec un composant principal de la protéine AP2
(Nong et al., 2003 ; Han et al., 2013), acteur central impliqué dans l'activation de la voie

d’endocytose des NMDA-R synaptiques (Piguel et al., 2014). Il est alors tout a fait envisageable
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que I'élévation des taux de D-sérine induite au départ de I'amyloidogénése pourrait activer ce
processus d’amorcage, ou de « priming », des NMDA-R a l'endocytose entrainant leur
internalisation et donc leur impossibilité d’étre recrutés lors des processus d’induction de la

plasticité synaptique comme la LTP.

Deux points sont ici intéressants a noter. Premiérement si ce mécanisme d’internalisation
facilitée des NMDA-R synaptiques s’initie simultanément a la hausse des taux de D-sérine par
le peptide amyloide, il continue a s’amplifier avec I’adge alors que les taux de I’acide aminé sont
revenus au niveau ceux des animaux contréles. Ce résultat conférerait donc plutét un role
d’initiateur de la D-sérine dans le développement synaptique de la physiopathologie
amyloide. Deuxiémement, on constate que cette atteinte de recrutement des NMDA-R
n’affecte pas leur activation basale étudiée lors de stimulations a basse fréquence mais qu’elle
devient délétére quand la fréquence s’accroit étant ainsi responsable de ['altération
d’expression de la LTP. Il est d’ailleurs important de souligner que le niveau de dégradation de
I'amplitude de ce type de plasticité augmente avec I'age chez les souris 5xFAD conjointement

a la baisse de recrutement des NMDA-R synaptiques.

Indépendamment des limites évoquées ci-dessus, la comparaison de notre modéle 5xFAD/SR-
KO avec I'évolution de la pathologie chez les souris 5XFAD nous a amené a préciser le réle
essentiel de la D-sérine dans la genése des désordres structuraux et fonctionnels retrouvés
chez ces derniéres. Nous apportons ainsi des bases scientifiques nouvelles et solides qui
démontrent que la D-sérine représenterait bien un acteur déclencheur dans la

physiopathologie de la MA.
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B. Une modulation dynamique des taux de D-sérine dans la MA ?

En intégrant les résultats de cette thése a ceux de la littérature, une vision nouvelle de
la dynamique des taux D-sérine dans le développement de la MA peut étre considérée en y
intégrant un troisieme aspect temporel. Présentée en Figure 34, I'hypothése d’une
modulation différentielle de cet acide aminé en fonction de la progression de la maladie peut
étre proposée. |l est bon toutefois de préciser que les travaux a la base de cette proposition

reposent principalement sur I’'étude de la région hippocampique.

Figure 34 : Schéma proposant une implication dynamique des taux D-sérine au cours de
I’évolution de la maladie d’Alzheimer et des possibles mécanismes a I'origine des fluctuations.

1) Basée sur les travaux de cette thése et appuyée par l'article de Piubelli et
collaborateurs (2021), une premiére étape impliquerait une augmentation transitoire
et modérée des taux de D-sérine dés l'initiation de la maladie et de I'accumulation
amyloide. Cette augmentation fragiliserait la plasticité des réseaux neuronaux en
diminuant le recrutement progressif des NMDA-R qui pourrait provenir de I'amorcage

d’une internalisation de ces récepteurs.

2) Une seconde étape, principalement basée sur les travaux de Le Douce et
collaborateurs (2020), pourrait étre envisagée. Celle-ci serait caractérisée cette fois-ci

par une diminution des taux de D-sérine, consécutive a une altération des apports
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vasculaires en glucose et provoquant en conséguence une baisse de production du
précurseur L-sérine. Ces baisses pourraient alors venir renforcer I'altération de
I'activation des NMDA-R et donc de I'expression de la plasticité fonctionnelle des

réseaux synaptiques.

3) Tenant compte des résultats de Balu et collaborateurs (2019), une troisieme étape
pourraitimpliquer la D-sérine dans des stades plus avancés de la pathologie présentant
une seconde augmentation des taux de I'acide aminé. A ce stade, la mise en place
d’une astrocytose inflammatoire entrainerait une expression atypique de la SR par ces
cellules gliales et une production importante de D-sérine délétere pour les synapses

glutamatergiques.

Cette nouvelle vision de la D-sérine dans la pathologie amyloide, et plus largement dans la
MA, permet de regarder la littérature médicale avec un nouveau regard. En effet, cette vue
dynamique pourrait expliquer la controverse retrouvée chez ’homme concernant le sens de
modification des taux de D-sérine chez les patients atteints de la MA. Nous émettons
I’hypothese que la divergence de résultats entre les études (voir la mini-revue pour une vision
plus exhaustive) pourrait en partie refléter le fait que les dosages étaient réalisés chez des

patients a des étapes différentes de la dynamique de la D-sérine.
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C. Utilisation des modeles animaux dans la recherche sur la MA : exemple
des souris 5xFAD

Les modeles précliniques d’études de la MA sont essentiels pour faire progresser notre
connaissance de la pathogenése, de la progression et de la nature des modifications cellulaires
et moléculaires sous-tendant les atteintes cognitivo-comportementales de la maladie. Un
grand nombre de modeéles animaux - axés en majorité sur des rongeurs - ont été développés
et sont actuellement utilisés dans but ultime de pouvoir faire émerger de nouvelles cibles

aidant au diagnostic et a la thérapie de la MA.

Depuis le développement des premiers modeles de souris transgénique présentant une
accumulation amyloide au début des années 1990 (Wirak et al., 1991 ; Quon et al., 1991),
d’autres modeles ont été générés avec des phénotypes se rapprochant au plus prés de la
pathologie associée a la MA (Nakai et al., 2021). Ces modeles ont permis des études invasives
impossibles a réaliser chez I'homme et qui ont fait avancer notre vision de la pathogenése de
la MA. Cependant, des questions sont soulevées quant a la validité réelle de ces modéles,
constatant par exemple I'échec des thérapies curatives chez les patients Alzheimer alors que
les tests précliniques sur les modeles animaux étaient trés prometteurs. Une meilleure
compréhension des forces et des faiblesses de chacun des différents modéles apparait donc
comme un facteur essentiel pour espérer un succes des études précliniques aux traitement

des patients.

A ce jour, il n’existe pas de modeéle animal vrai de la MA, mais de nombreux modeles
qui sont liés a la MA. Comme évoqué ci-dessus, ces modeles peuvent étre précieux si le choix
de leur utilisation est adapté a la question scientifique posée. Dans notre étude, s’intéressant
plus spécifiquement au versant amyloide de la MA, nous avons fait le choix du modéle 5xFAD.
En effet, ce modele se caractérise par une amyloidogénése importante alors que les signes de
la pathologie Tau ne sont que peu marqués en comparaison (Chen et al., 2016 ; Vergara et al.,
2019). D’autre part, méme si la cinétique de cette amyloidogénese est accélérée par rapport
a la pathologie humaine, elle en suit un schéma analogue avec une augmentation initiale des
formes solubles du peptide amyloide, s’agrégeant ensuite sous forme de dépbts

extracellulaires. Les taux d’AB générés dans le modéle sont particulierement importants en
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comparaison de ce qui se passe chez ’lhomme et pourrait poser la question de I'implication
réelle de la D-sérine dans la pathologie amyloide humaine. Pour répondre a cette critique, il
peut étre rappelé que lI'implication de I'acide aminé révélée dans cette these apparait
précocement chez les souris 5XxFAD, a une période ou les taux du peptide amyloide sont

encore peu élevés.

Pour finir, un autre facteur peut appuyer la nécessité de bien caractériser les modeéles
modeles animaux associés a une pathologie comme celle de la MA avec le probleme du fond
génétique. En effet, différents fonds génétiques sont courrament utilisés pour un méme
modele modele animal et pourraient expliquer certaines différences de résultats retrouvés
dans la littrature. Le modéle 5xFAD peut étre pris comme exemple, avec I'utilisation de souris
5xFAD possédant un fond génétique C57BI/6 ou bien B6SJL selon la littérature. Cependant,
certaines différences ont été retrouvées dans la temporalité d’apparition des modifications
moléculaires et cellulaires, mais également celles concernant les altérations de transmission
et de plasticité synaptique, de méme que les déficits cognitifs (voir le site alzforum pour une
vision plus exaustive). Cette réflexion sur l'influence du fond génétique dans les modeéles
animaux transgéniques est d’ailleurs de plus en plus abordée dans la communauté
scientifique, comme le montre une publication récente (Neuner et al., 2019). Dans notre cas,
des études antérieures ont déja suggérées que le fond génétique pourrait avoir un impact fort
sur les concentrations d'AB et influencerait également le déclin cognitif (Ryman et al., 2007 ;
Gulisano et al., 2018). Si I'on considére que la variabilité phénotypique peut aussi dépendre
du fond génétique dans les études précliniques, un raisonnement analogue devrait s’appliquer
aux phénotypes rencontrés dans la MA humaine. La prise en compte systématique de la
complexité génétique pourrait alors améliorer la validité translationnelle des modéles murins

vers la MA.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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V.  Conclusion et perspectives :

A la vue des résultats obtenus dans ce travail de thése, il ne fait plus de doutes que la
D-sérine est un acteur crucial dans la mise en place de modifications cellulaires et

comportementales induites tout au long de I'accumulation amyloide associée a la MA.

Les résultats ont permis de mettre en évidence une augmentation transitoire des taux de D-
sérine lors des phases précoces de I'amyloidogénese. En paralléle et grace a une approche
longitudinale, I'implication de I'acide aminé est retrouvée dans la dégradation progressive de
la fonctionnalité des synapses CA3-CA1 de I'hippocampe et des déficits cognitifs survenant
consécutivement. Ces résultats rappellent ainsi I'importance de décrypter les stades

asymptomatiques de la MA, avant que les atteintes ne deviennent visibles mais irréversibles.

Bien que les expériences comportementales, électrophysiologiques et biochimiques réalisées
ici nous aient apporté nombre d’informations nouvelles, des manipulations supplémentaires
doivent encore étre menées. D’une part afin de préciser plus en avant le modele 5xFAD, et
donc d’affiner notre vision de la physiopathologie amyloide de la MA. D’autre part, afin
d’approfondir notre savoir sur les mécanismes précis a I’origine de la mise en jeu de la D-sérine
par I'amyloidogénése et de ses conséquences sur la fonctionnalité des réseaux neuronaux,
comme dans le cas par exemple du déficit de recrutements des NMDA-R synaptiques. De plus,
une vision plus « universelle » de nos résultats doit encore a étre recherchée, notamment par
la réalisation d’études similaires dans d’autres modeles animaux de la MA comme les souris

3xTG-AD par exemple.

Enfin, les résultats de cette thése ne pourraient montrer qu’un seul aspect de la D-sérine dans
la MA. En effet, a ce jour, 'hypothése physiopathologique des déficits cognitifs associée a
cette démence correspond a un effet de symbiose entre I'amyloidogénése et la pathologie
Tau associés aux DNF neurotoxiques (Gulisano et al., 2018 ; Gallardo & Holtzman, 2019 ;
Busche & Hyman, 2020). Dans ce cadre et compte tenu de la localisation intraneuronale de la
SR ou les DNF s’installent, une contribution de la D-sérine dans la pathologie Tau peut étre

envisagée et mériterait d’étre étudiée a 'aide d’un autre modele animal pertinent.
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D-sérine : un maillon central de la physiopathologie amyloide ?
Résumé :

Les échecs cliniques de ces derniéres années concernant le traitement de la maladie d’Alzheimer (MA) poussent
aujourd’hui les chercheurs a mieux en comprendre la physiopathologie. L'accumulation toxique du peptide
amyloide-f (AB) est I'une des caractéristiques cardinales de la MA. L'amyloidogénese est impliquée dans la
perturbation de I'"homéostasie des réseaux neuronaux et contribue a terme aux déficits cognitifs retrouvés chez
les patients. L'acide aminé D-sérine est important pour cette homéostasie en étant le co-agoniste préférentiel du
récepteur N-methyl-D-aspartate (NMDA-R) du glutamate, un acteur indispensable au contrdle de la plasticité
fonctionnelle des réseaux neuronaux de I’hippocampe. Plusieurs études ont directement lié la D-sérine a la MA en
rapportant une modification de ses taux ou ceux de son enzyme de conversion — la sérine racémase (SR) — dans le
sang, le LCR ou bien le tissu cérébral de patients. Cependant, la direction des modifications et I'implication réelle
de la D-sérine dans la MA restent encore débattues. Ce travail de thése a préciser le role de cet acide aminé a
I'aide d’'un modele animal innovant associant une amyloidogénése a une délétion de la SR (souris 5xFAD/SR-KO).
Des études in vivo, ex vivo et in vitro ont été menées de maniéere a avoir une vision la plus intégrée possible. Dans
un premier temps, les travaux ont montré l'implication de la D-sérine dans de nombreux déficits cognitifs
retrouvés chez les souris 5xFAD agées présentant une amyloidogénese accentuée. Ces déficits étaient associés a
une altération de la plasticité fonctionnelle au niveau des synapses CA3-CA1l de I'hippocampe. Ces atteintes
comportementales et fonctionnelles n’étaient pas retrouvées chez la souris 5xFAD/SR-KO indiquant une
contribution majeure de la D-sérine dans la physiopathologie amyloide. Un des résultats majeurs de ce travail est
la mise en évidence d’une augmentation précoce et transitoire des taux hippocampiques de D-sérine apparaissant
conjointement au début de I'accumulation amyloide chez les souris 5xFAD et qui se correéle a une diminution
progressive du recrutement des NMDA-R synaptiques. L'ensemble de ces résultats permet une meilleure
compréhension de la physiopathologie associée a I'augmentation précoce des taux d’AB, en apportant la preuve
in vivo d'une implication précoce de la D-sérine dans les désordres fonctionnels des réseaux hippocampiques
induits dans un contexte d’amyloidogénése accentuée et dans les déficiences cognitives qui en résultent.

Mots clés : D-sérine, maladie d’Alzheimer, peptide AB, récepteur NMDA, sérine racémase, processus cognitif,
potentialisation a long-terme.

Abstract:

In recent years, failures in clinical settings to treat Alzheimer's disease (AD), create an urge for researchers to
better understand AD pathophysiology. The toxic accumulation of amyloid-f peptide (AB) is one of the core
features of this disease. Amyloidogenesis is involved in the disruption of neuronal network homeostasis and
ultimately contributes to the cognitive impairments found in AD patients. To maintain this homeostasis, D-serine
is essential; indeed, this amino acid is the preferential co-agonist of the glutamate N-methyl-D-aspartate receptor
(NMDA-R) - a key player in the control of the functional plasticity of hippocampal neuronal networks. Several
studies have directly associated D-serine with AD by reporting changed levels of D-serine or its converting enzyme
- serine racemase (SR) - in blood, CSF or patients' brain tissue. However, the direction of the changes and the
actual involvement of D-serine in AD are still debated. The aim of this thesis was to clarify the role of D-serine
using an innovative animal model which displays amyloidogenesis with a deletion of SR (5xFAD/SR-KO mice). In
vivo, ex vivo, and in vitro studies were conducted to have the most integrated view possible. To begin, this work
showed the involvement of D-serine in several cognitive deficits found in aged 5xFAD mice with accentuated
amyloidogenesis. These deficits were associated with an alteration in functional plasticity at the CA3-CA1 synapses
of the hippocampus. Behavioral and functional impairments were not found in the 5xFAD/SR-KO mouse, indicating
a major contribution of D-serine in amyloid pathophysiology. To finish, one of the major results of this work is the
demonstration of an early and transient increase in hippocampal D-serine levels occuring together with the onset
of amyloid accumulation in 5xFAD mice and which correlates with a progressive decrease in the recruitment of
synaptic NMDA-Rs. The present work provides in vivo evidence of early involvement of D-serine in the functional
disorders of hippocampal networks, induced in a context of accentuated amyloidogenesis and resulting cognitive
deficits. Taken together, these results present a better understanding of AD pathophysiology associated with the
early increase in AR level.

Keywords: D-serine, Alzheimer's disease, AR, NMDA receptor, serine racemase, cognitive process, long-term
potentiation.
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