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Abstrait

Arriére-plan

Les astrocytes, I'une des cellules les plus résilientes du cerveau, se
transforment en astrocytes réactifs en réponse a des protéines
toxiques telles que la béta-amyloide (AB) dans la maladie d'Alzheimer
(MA). Cependant, le mécanisme neuropathologique autonome non
cellulaire médié par les astrocytes n’est pas encore entierement
compris. Notre étude visait a déterminer si le stress protéotoxique
induit par Ap affecte I'expression des genes de I'autophagie et la
modulation du flux autophagique dans les astrocytes, et si oui,
comment les génes associés a I'autophagie induite par Ap sont
impliqués. Clairance de I'Ap dans les astrocytes d'un modele animal
de ANNONCE.

Méthodes

Le séquencage de I'ARN entier (RNA-seq) a été réalisé pour détecter
les modéles d'expression génique dans les astrocytes humains traités a
I'AP en fonction du temps. Pour vérifier le réle de I'autophagie
astrocytaire dans un modéle de souris AD, nous avons développé des
AAV exprimant des shARN pour MAP1LC3B/LC3B (LC3B) et
Sequestosomel ( SQSTML) basés sur le vecteur AAV-R-CREoN, qui est
un systeme de silencage génique dépendant de la recombinase Cre. .
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dysfonctionnement de I'autophagie astrocytaire ont été observées par
microscopie confocale et au microscope électronique a transmission
(TEM). Les changements comportementaux des souris ont été
examinés au moyen d'un nouveau test de reconnaissance d'objets
(NOR) et d'un nouveau test de reconnaissance de lieu d'objet (NOPR).

Résultats

Nous montrons ici que les astrocytes, contrairement aux neurones,
subissent des modifications plastiques dans les processus
autophagiques pour éliminer I'AB. Ap induit de maniére transitoire
I'expression du géne LC3B et active une transcription prolongée du
gene SQSTML . L'autophagie astrocytaire induite par I'Af accélere le
cycle de l'urée et la voie de dégradation de la putrescine. L'inhibition
pharmacologique de l'autophagie exacerbe le dysfonctionnement
mitochondrial et le stress oxydatif dans les astrocytes. L'inactivation
spécifique des astrocytes de LC3B et SQSTM1 augmente de maniére
significative la formation de plaques AP et les astrocytes GFAP-
positifs chez les souris APP/PSL1, ainsi qu'une réduction significative
du marqueur neuronal et de la fonction cognitive. En revanche, la
surexpression spécifique des astrocytes de LC3B a réduit les agrégats
AP dans le cerveau des souris APP/PS1. Une augmentation des
protéines LC3B et SQSTML1 est constatée dans les astrocytes de
I'hippocampe chez les patients atteints de MA.

Conclusions

Prises ensemble, nos données indiquent que la plasticité
autophagique astrocytaire induite par I'Ap est un événement cellulaire
important pour moduler la clairance de I'Af et maintenir la fonction
cognitive chez les souris AD.

La maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative
progressive caractérisée par un dépét excessif d'ApB, une gliose et une
neurodégénérescence dans le cerveau. Les astrocytes réactifs sont
détectés dans les premieres phases de la MA avant méme la
neurodégénérescence, dans laquelle les astrocytes sont déclenchés par
des agrégats de protéines toxiques tels que I'AB [ 1, 2 ]. Les astrocytes
réactifs changent dynamiquement en termes d'expression génique et
de profils métaboliques ainsi que de propriétés fonctionnelles en
fonction des états de réactivité et de progression de la maladie [ 2, 3,
4.,95,6,7]. Dans les modeles animaux de MA et in vitro, les
mécanismes néfastes des astrocytes réactifs liés a la voie excessive de
monoamine oxydase-B (MAO-B)/acide gamma-aminobutyrique
(GABA)/H 5 O 5 ont été largement rapportés [ 6, 7., 8 ]. Les astrocytes
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, entrainant I'apparition d'astrocytes réactifs séveres iNOS-positifs et
I'induction de la neurodégénérescence [ 6 ].

Arriére-plan

En plus du coté néfaste, le c6té bénéfique des astrocytes réactifs a
également été rapporté danslaMA[ 2, 3, 4.]. Ap est
préférentiellement englouti et dégradé par les astrocytes [ 9, 10 ],
accompagnés d'altérations métaboliques [ 11 ]. Dans notre étude
récente, il a été démontré que les astrocytes dégradent I'Af3 en
ammoniac toxique et détoxifient I'ammoniac en métabolites moins
toxiques tels que l'urée et la putrescine en activant le cycle de l'urée [
12 ]. Ainsi, le cycle de I'urée constitue une voie métabolique bénéfique
dans les astrocytes réactifs. Cependant, la production excessive de
putrescine devient la source de matieres toxiques en activant la voie
de dégradation de la putrescine, conduisant finalement a la
production de sous-produits toxiques tels que le GABA/H 5, O »
/ammoniac médié par MAO-B. Cette identification du cycle
astrocytaire de I'urée nous a amené a postuler qu'il existe un
mécanisme en amont du cycle de I'urée qui intervient dans la
dégradation de I'AB. Notre étude récente suggére que, comparés a
d'autres types de cellules cérébrales, les astrocytes présentent une
forte résilience contre les toxines en raison de la présence d'un
processus autophagique actif. 6 ]. De plus, nous avons constaté que
I'autophagie est essentielle a la production et a la libération de GABA
induites par I'AP par les astrocytes réactifs [ 12 ]. Ces éléments de
preuve impliquent que la voie de I'autophagie pourrait étre un
mécanisme en amont du cycle de I'urée astrocytaire dans la MA.
L'autophagie est un processus catabolique impliqué dans la
dégradation des composants cellulaires tels que des organites
endommageés ou des agrégats de protéines anormaux et se produit
spontanément pour maintenir I'homéostasie cellulaire [ 13]. 1l s'agit
d'un processus en plusieurs étapes caractérisé par la formation et la
séquestration de novo de vésicules a double membrane,
d'autophagosome et de vésicules fusionnées au lysosome,
d'autolysosome. Trois principaux types d'autophagie ont été décrits
dans les cellules de mammiféres, notamment la macroautophagie, la

microautophagie et I'autophagie médiée par chaperon [ 13, 14 ]. Selon

ses substrats, la macroautophagie peut étre divisée en agréphagie ou
mitophagie [ 15_, 16 ]. Il a été rapporté que le dysfonctionnement de
I'autophagie est lié¢ & diverses maladies cérébrales telles que la MA, la
sclérose latérale amyotrophique (SLA), la maladie de Huntington
(HD), la maladie de Parkinson (MP) et les accidents vasculaires
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répondent aux molécules associées a la maladie. Les astrocytes
absorbent préférentiellement les protofibrilles Ap et produisent de
gros endosomes, mais la dégradation incompléte des protofibrilles Ap
conduit finalement a un dysfonctionnement lysosomal astrocytaire et
ala mort des cellules neuronales. 10 ]. De plus, la fonction de
I'autophagie astrocytaire est connue pour étre essentielle a la
régénération des réseaux mitochondriaux et a la viabilité des
astrocytes [ 22 ]. Bien qu'il ait été rapporté que la machinerie basale
de l'autophagie est indispensable a la fonction astrocytaire, le
mécanisme moléculaire exact de I'autophagie astrocytaire dans le
catabolisme AP et la pathogenése de la MA n'a pas encore été
entierement élucidé.

Dans cette étude, nous avons testé de maniére approfondie
I'hypothése selon laquelle I'autophagie astrocytaire est essentielle a la
clairance de I'Af, au maintien de I'activité mitochondriale, a la
réactivité des astrocytes et a la survie des neurones. A cet égard, nous
avons réalisé notre étude pour savoir si le stress protéotoxique induit
par AP affecte I'expression des genes de lI'autophagie et la modulation
du flux autophagique dans les astrocytes, et si oui, comment les genes
associés a I'autophagie induite par Ap sont impliqués. de modele
animal de la MA. A l'aide d'astrocytes en culture, de modéles de souris
MA et d'échantillons provenant de patients humains atteints de MA,
nous délimitons et établissons les mécanismes moléculaires détaillés
et leur évolution dans le temps de lI'autophagie astrocytaire, qui est
étroitement associée aux pathologies de la MA telles que la formation
de plaques AP, I'astrogliose réactive et la neurodégénérescence. .

Méthodes

Animaux

Les souris APPswe / PSEN1dE9 (APP / PS1) de fond hybride B6C3
(RRID: MMRRC_034829-JAX, du numéro de stock 004462) et les
souris 5XFAD provenaient du laboratoire Jackson (Etats-Unis).
APP/PS1 maintenu sous forme d'hémizygotes en croisant des souris
transgéniques avec des souris B6C3 F1. Les génotypes ont été
déterminés par PCR en utilisant les amorces suivantes : APP/PS1f — 5'
AAT AGA GAA CGG CAG GAG CA 3'; APP/PS1r - 5' GCC ATG AGG
GCA CTA ATC A 3. Toutes les souris ont été maintenues sous un cycle
lumiére-obscurité de 12 h 12 (lumiéres allumées a 8 h 00) et ont acces
avolonté a la nourriture et a I'eau. Le soin et la manipulation des
animaux ont été effectués conformément aux directives du Comité de
protection et d'utilisation des animaux et aux directives
institutionnelles du KIST (Séoul 02792, Corée du Sud). Des tests
d'immunohistochimie et de comportement ont été effectués sur des
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Produits chimiques

Nous avons utilisé plusieurs inhibiteurs de I'autophagie : la
chloroquine (CQ) (Sigma, C6628, USA), un inhibiteur de fusion des
lysosomes ; I'époxysuccinyl-leucylamide (ester éthylique de 3-méthyl-
butane) (E64D) (Sigma, E8640, USA), un inhibiteur de protéase a
cystéine ; Pepstatine A (P) (Sigma, 77 170, USA), un inhibiteur de
I'aspartate protéase ; 3-méthyladénine (3-MA), un inhibiteur de la
P13-kinase (Sigma, 189 490, USA). KDS2010, un piégeur de ROS et
un inhibiteur réversible de la MAO-B, a été obtenu auprés de I'Institut
des sciences fondamentales (IBS, Daejeon, Corée du Sud).

Culture cellulaire

Des astrocytes corticaux primaires ont été préparés a partir de souris
postnatales (P) PO — P3 C57BL/6 comme décrit [ 23_]. Le cortex
cérébral a été disséqué, débarrassé des méninges adhérentes, haché et
dissocié en suspension unicellulaire par trituration. Les cellules
dissociées ont été étalées sur des plaques recouvertes de 0,1 mg/ml de
poly-D-lysine (Sigma, USA). Les cellules ont été cultivées dans du
DMEM (Invitrogen, USA) additionné de 25 mM de glucose, 10 % de
sérum de cheval inactivé par la chaleur, 10 % de FBS inactivé par la
chaleur, 2 mM de glutamine et 1 000 Uml. ~ 1 pénicilline-
streptomycine. Les cultures ont été maintenues a 37 °C dans un
incubateur humidifié a 5 % de co2 . Le troisieme jour de culture, les
cellules ont été vigoureusement lavées avec des pipetages répétés et le
milieu a été remplacé pour éliminer les débris et autres types de
cellules flottantes. La lignée cellulaire d'astrocytes humains a été
achetée aupres de la société Applied Biological Materials Inc.
(Immortalized Human Astrocytes, fetal-SV40; Cat. No. T0280;
Canada). La lignée cellulaire d'astrocytes humains a été maintenue
dans du DMEM additionné de 25 mM de glucose, 10 % de FBS
inactivé par la chaleur, 2 mM de glutamine et 1 000 Uml. ~ 1
pénicilline-streptomycine. Les passages d'astrocytes entre 10 et 20 ont
été utilisés pour des expériences in vitro.

Préparation de la forme oligomere d'Ap42

La béta-amyloide 1—-42 (AB ;
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA ;
Abcam, USA) a été préparée comme décrit précédemment [ 24.]. AB a
été dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) a 10 mM puis dilué a 1
mM dans du PBS et incubé a 37 ° C pendant 1 semaine et stocké a -80
° C pour une utilisation ultérieure comme forme oligomeére d'Af
(oligomere AB). La forme monomere de A (monomere AB) a été
préparée en utilisant la méme séquence sans processus
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Pour lI'immunocoloration des cellules en culture, les cellules ont été
rincées deux fois avec du PBS et fixées avec du PFA a 4% pendant 10
min a température ambiante. Les cellules ont ensuite été lavées deux
fois avec du PBS et perméabilisées par incubation dans du Triton
X-100 a 0,1% dans du PBS pendant 15 minutes a température
ambiante. La liaison non spécifique a été bloquée par incubation dans
3 % d'albumine sérique bovine (Sigma, USA), du sérum de chévre
normal (Abcam, USA) ou du sérum d'ane normal (Abcam, USA) dans
du PBS avec 0,1 % de Triton X-100 pendant 2 h a température
ambiante. . Ensuite, les cellules ont été incubées avec les anticorps
suivants pendant 24 h : anticorps anti-LC3B (1 : 500, Novus bio, USA)
; anticorps anti-SQSTMLI (1:500, Abcam, USA), protéine acide
fibrillaire anti-gliale (GFAP ; 1:500, Abcam, USA), protéine B anti-
calcium-binding (S100B ; 1:500, Synaptic Systems, Allemagne ), la
protéine 2 associée aux microtubules (MAP2 ; 1: 500, Abcam, USA) et
I'antigene nucléaire anti-neuronal (NeuN ; 1 : 400, Abcam, USA).
Apreés une réaction secondaire des anticorps, les échantillons ont été
lavés 3 fois avec du PBS et examinés au microscope confocal.

Immunohistochimie

Les souris ont été profondément anesthésiées avec 2 % d'avertin (20
mg/ml, 20 pl/poids de souris () ; injection intrapéritonéale) et
perfusées avec une solution saline a 0,9 % suivie de paraformaldéhyde
(PFA) glacé a 4 %. Les cerveaux excisés ont été postfixés pendant une
nuit a 4 ° C dans 4% de PFA et déshydratés dans 15% et 30% de
saccharose pendant 48 h. Des coupes coronales d'hippocampe ont été
coupées a 30 um dans un cryostat et conservées dans une solution de
stockage a 4 ° C. Les coupes de la solution de stockage ont été lavées
dans du PBS et incubées pendant 1 h dans une solution de blocage
(0,3% de Triton X-100, 2% de sérum d'ane normal dans 0,1 M de
PBS). Les anticorps primaires contenus dans la solution de blocage
ont été immunocolorés sur un agitateur a 4 ° C pendant la nuit. Apres
avoir été lavées 3 fois dans du PBS, les coupes ont été incubées avec
les anticorps secondaires fluorescents correspondants pendant 1 h a
température ambiante, puis lavées avec du PBS 3 fois. Les noyaux ont
été contre-colorés avec du 4’, 6-diamidino-2-phénylindole (DAPI)
ajouté en solution (1: 5 000 ; Abcam, USA) au cours de la deuxieme
étape de lavage. Enfin, les sections ont été montées avec un milieu de
montage fluorescent (Dako, USA) et séchées a température ambiante.
Une série d'images fluorescentes ont été obtenues avec un microscope
confocal Nikon Al (Nikon, Japon) avec des images de pile Z de 26 um
par étapes de 2 um ont été traitées pour I'analyse Sholl & I'aide du
logiciel NIS-Elements ( Ver. 4.5, Nikon, Japon) et le logiciel ImageJ (
Ver. 1.52s, NIH, Etats-Unis). Les anticorps primaires ont été dilués
aux quantités suivantes : anti-LC3B (1 : 500, Abcam, USA), anti-
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solution de blocage pendant 2 h a température ambiante.

Echantillons de cerveau humain

L'examen neuropathologique d'échantillons de cerveau post-mortem
de sujets normaux (MA neuropathologiquement et cliniquement
diagnostiquée) -MCI (NPCAD) et de patients atteints de MA sévere
(SAD) a été déterminé a l'aide de procédures précédemment établies
par le Centre de la maladie d'Alzheimer de I'Université de Boston
(BUADC) [ 25]. Le plus proche parent a donné son consentement
éclairé pour la participation et le don de cerveau. L'approbation du
comité d'examen institutionnel pour l'autorisation éthique a été
obtenue par I'intermédiaire du centre BUADC. Cette étude a été
examinée par le comité d'examen institutionnel de la faculté de
médecine de I'université de Boston et a été approuvée pour exemption
car elle incluait uniquement des tissus prélevés sur des sujets post-
mortem non classés comme sujets humains. L'étude a été réalisée
conformément aux directives réglementaires institutionnelles et aux
principes de protection des sujets humains énonceés dans la
Déclaration d'Helsinki. Les exemples d'informations sont répertoriés
dans le tableau supplémentaire S3..

Double coloration chromogénique pour les tissus cérébraux humains

Premieére coloration

Les tissus cérébraux post-mortem humains inclus en paraffine ont été
sectionnés dans un plan coronal & 10 pm. BLOXALL ® Une solution
de blocage (SP-600, Vector Laboratories, USA) a été utilisée pour
bloquer la phosphatase alcaline endogéne. Des coupes de tissus
hippocampiques ont été bloquées avec 2, 5% de sérum de cheval
normal (S-2000, Vector Laboratories, USA) pendant 1 h, puis
incubées avec I'anticorps GFAP (dilution 1: 400) (AB5541, Millipore,
USA) pendant 24 h. Apreés trois lavages avec du PBS, les lames de
tissus ont été traitées avec le kit Vector ABC (PK-4000, Vector
Laboratories, USA). Les signaux immunoréactifs GFAP ont été
développés avec le chromogene DAB (D7304, Thermo Fisher
Scientific, USA).

Deuxiéme coloration

Les lames de tissus colorées au GFAP ont été incubées avec I'anticorps
LC3B (dilution 1: 200) (ab192890, Abcam, USA) pendant 24 h. Apres
réaction avec des anticorps secondaires, les coupes ont été incubées
avec le réactif de détection polymére ImMmPRESS-AP anti-lapin 1gG
(phosphatase alcaline) (MP-5401, Vector Laboratories, USA) pendant
2 h a température ambiante. Un kit de substrat de phosphatase
alcaline Vector Blue (SK-5300, Vector Laboratories, USA) a été utilisé

https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/articles...

Télécharger le PDF &

31/10/2024, 10:52


https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13024-024-00740-w#ref-CR25
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13024-024-00740-w#ref-CR25
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13024-024-00740-w#MOESM1
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13024-024-00740-w#MOESM1
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf

La plasticité de l'autophagie astrocytaire module la clairance AB ...

8 sur 50

- - =

80 %, 90 %, 95 % et 100 % (1 fois)] et monté ensuite. Les signaux
chromogéniques de GFAP (marron) et de LC3B (bleu) ont été
examinés au microscope optique (BX63, Olympus, Japon) équipé
d'un appareil photo numérique haute définition (1920 x 1200 pixels)
(DP74) (Olympus, Japon).

Reconstruction 3D d'une image microscopique

Les images ont été analysées a I'aide d'un microscope confocal a
disque tournant (IX2-DSU, Olympus, Japon) doté d'un étage de
modulation z-stack. Les images objectives 40x ont été acquises par
pile z par étapes de 0,25 um et déconvoluées a I'aide du logiciel Cell
Sense (Olympus, Japon). Les images de déconvolution ont été
appliquées au processus de reconstruction 3D avec le logiciel IMARIS
(Ver. 13, Oxford Instrument, UK). Le mode plan de détourage a été
utilisé pour visualiser clairement la localisation des plaques Af et des
astrocytes.

Préparation et séquencage de la bibliotheque Illumina Hiseq

Des bibliothéques d'échantillons ont été préparées par le kit Ultra
RNA Library Prep (# E7530, NEBNEXT, USA), Multiplex Oligos for
IHlumina (# E7335, NEBNEXT, USA) et le module d'isolation
magnétique d'ARNmM poly (A) (# E74900, NEBNEXT, USA) selon les
instructions du fabricant. Tous les détails sur la préparation de la
bibliotheque et le protocole de séquencage sont fournis sur le site Web
( https://international.neb.com/products/e7530-nebnext-ultra-rna-

library-prep-kit-for-illumina#Product%20Information ). Le
bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent Technologies, USA) et le kit ADN
haute sensibilité associé (Agilent Technologies, USA) ont été utilisés

pour déterminer la qualité et la concentration des bibliothéques. Des
bibliotheques d'échantillons pour le séquengage ont été préparées a
I'aide du HiSeq Reagent Kit Preparation Guide (Illumina, USA)
comme décrit précédemment [ 26 ]. En bref, la bibliothéque
d'échantillons combinée a été diluée a 2 nM, dénaturée avec du NaOH
frais 0,2 N, diluée a 20 pM par ajout de tampon Illlumina HTL. La
bibliotheque (600 pl) a été chargée avec des amorces de séquencgage
de lecture 1, de lecture 2 et d'index sur une cartouche de réactifs de
150 cycles (2 x 75 extrémités appariées) (kit HiSeq Reagent, lllumina,
USA) et exécutée sur un appareil HiSeq NEXT de génération élevée.
-séquenceur de débit (Illumina, USA). Aprés I'exécution de
séquencage a extrémités appariées lllumina HiSeq de 2 x 75 pb, les
données ont été appelées par base et les lectures avec le méme code-
barres ont été collectées et attribuées a un échantillon sur
I'instrument, ce qui a généré des fichiers lllumina FASTQ.

PCR quantitative en temps réel (QPCR)
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d'ADNCc iScript (Bio-Rad, USA) conformément aux protocoles du
fabricant. L'ADNc de chaque échantillon a été amplifié par PCR en
temps réel a I'aide d'iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, USA). Les
quantités d'ARN ont été normalisées a I'aide de I'ARNm de la
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) . Les
conditions du cycle de PCR étaient la dénaturation pendant 3 min a
95°C ; puis 40 cycles d'amplification pendant 15 secondes a 95°C, 15
secondes a 60°C, 20 secondes & 70°C ; suivi de 30 secondes & 72°C.
Pour la collecte de données sur la courbe de fusion, 33 cycles de 6
secondes chacun ont été utilisés, avec une température augmentée de
60°C a 92°C (augmenter la température du point de consigne apres le
cycle 2 de 1°C). Les amorces PCR pour LC3B étaient les suivantes :
directe, 5'-ATC CCG GTG ATA ATA GAA CG -3' et inverse, 5'-GAA
GAA GGC CTG ATT AGC AT -3'; Les amorces PCR pour SQSTM1
étaient les suivantes : directe, 5'-ATG ACT GGA CCC ATC TGT CT-3'
et inverse, 5'-TCA TCA GAG AAG CCC ATG GA-3', I'amorce PCR pour
Beclinl (BECNL1) étaient les suivants : avant, 5'-AGG TAC CGACTT
GTT CCC TA-3' et inverse, 5'-TCC ATC CTG TAC GGA AGA CA-3'. Les
amorces PCR pour GAPDH étaient les suivantes : avant, 5'-GAA ATC
CCATCACCATCT TCC-3'etinverse, 5'-GAG GCT GTT GTC ATACTT
CTC-3'.

Analyse par Western Blot

Les analyses par Western blot ont été effectuées comme décrit
précédemment. Les transferts transférés ont été incubés avec les
anticorps primaires suivants a 4 ° C pendant 24 h : anti-LC3B

(1: 2000, Abcam, USA) ; anti-SQSTM1 (1: 2000, Abcam, Etats-Unis);
anti-ACTB / B-actine (1: 2000, ACTB; Abcam, USA) et anti-TUBB3 /
tubuline (1: 2000, TUBB3; Abcam, USA). Apreés avoir lavé 3 fois avec
une solution saline tamponnée au Tris avec 0, 05% de Tween 20), les
transferts ont été incubés avec les anticorps secondaires appropriés
conjugues a la peroxydase de raifort (HRP) par HRP anti-lapin
(Amersham Pharmacia, USA) a température ambiante pendant 2 h.
Ensuite, les transferts ont été développés avec la solution Immobilon
Western ECL (Merck Millipore, USA) et les bandes immunoréactives
ont été visualisées a I'aide d'une Image Station 4000MM (n° 745 280 ;
Kodak, Japon). ACTB ou TUBB3 a été utilisé comme contrdle de
chargement.

Test de viabilité cellulaire et test de mort cellulaire

La viabilité cellulaire des cellules d'astrocyte primaires a été évaluée a
I'aide d'un sel interne de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-
méthoxyphényl)-2-(4-sulfophényl)-2H-tétazolium (MTS ), basé sur
un composé de tétrazolium, le MTS, et un agent accepteur d'électrons,
le méthosulfate de phénazine (PMS ; Promega, USA). En bref, les
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d'oligomeéres AP et d'inhibiteurs de I'autophagie dans 100 pl de milieu.
Apreés 24 h d'incubation a 37 °C, 20 pl de solution de mélange
MTS/PMS ont été ajoutés au milieu de culture et les cellules ont été
incubées pendant 3 ~ #x2009 ; 4 heures a 37 °C. Enfin, des lectures
d'absorption ont été effectuées a 490 nm a l'aide d'une
spectrophotométrie. Les cellules astrocytes ont été ensemencées dans
une plaque a 96 puits a 1 x 10 4 cellules par puits. Aprés une nuit, les
oligomeres AP} ont été ajoutés aux puits a raison de 1 pg/ml. Aprés 24
h, des inhibiteurs ont été ajoutés aux puits avec E/P. Apreés les temps
indiqués, la viabilité cellulaire a été déterminée par le réactif Cell
Titer-Glo (# G7572, Promega, USA). La courbe dose-réponse a été
ajustée a I'aide du logiciel Graphpad prism 8.0 (GraphPad Software,
USA). Tous les tests ont été effectués en triple et I'écart type (SD) a été
déterminé a partir de trois expériences indépendantes. L'apoptose et
la nécrose des cellules astrocytes ont été quantifiées a lI'aide d'un kit
de test de quantification basé sur I'annexine V et I'EthD-111 (n°® 30
065, Biotium, USA). Les cellules astrocytes ont été traitées avec des
oligomeres A et des inhibiteurs de I'autophagie pendant 24 h, suivies
d'une incubation avec une solution de coloration a température
ambiante pendant 15 min. L'imagerie de cellules vivantes a été
obtenue par Image ExFluorer (Live Cell Instrument, Corée).
L'intensité et la quantification des signaux de mort cellulaire ont été
analysées avec le logiciel ImageJ (Fidji ; NIH, USA).

Imagerie de cellules vivantes en culture d'astrocytes avec MitoTracker
et MitoSOX

Une coloration MitoTracker-green (Thermo Scientific, USA) a été
réalisée pour mesurer la morphologie mitochondriale dans les cellules
astrocytes comme décrit précédemment [ 27_]. Une coloration Mito-
Sox (Thermo Scientific, USA) a été réalisée pour mesurer le stress
oxydatif dans les cellules astrocytes. Coloration MitoTracker-green
(0,1 uM) et Mito-Sox (2,5 uM) pendant 30 min a 37 °C dans un
incubateur avant d’acquérir des images. L'imagerie de cellules
vivantes a été obtenue par Image ExFluorer (Live Cell Instrument,
Corée). L'intensité du stress oxydatif des mitochondries et la
morphologie des mitochondries ont été analysées par le logiciel
ImageJ (NIH, USA).

Test DCF-DA

Les niveaux de ROS intracellulaires ont été détectés a I'aide d'une
sonde non fluorescente perméable aux cellules, diacétate de 2, 7'-
dichlorofluorescine (# D6883, DCFDA; Sigma, USA). Le DCF-DA est
désestérifié sous sa forme fluorescente apres action des estérases
intracellulaires et oxydation par des especes réactives de I'oxygéne
dans la cellule [ 28 ]. La culture primaire d'astrocytes a été
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CQ (20 uM) pendant 1 jour. Ensuite, les cellules ont été lavées deux
fois avec une solution saline tamponnée de Hanks (#LB-003-002,
HBSS ; Welgene, USA) et incubées avec 30 uM de DCF-DA dans une
solution saline équilibrée de Hanks (HBSS) a température ambiante
pendant 30 min. sombre. Le DCFDA a été remplacé par HBSS et la
fluorescence a été mesurée a I'aide d'un lecteur de microplaques
multimode SpectraMax iD5 (excitation 485 nm et émission 538 nm,
Molecular Devices, USA).

Test Amplex Rouge

Les niveaux de ROS extracellulaires ont été détectés a lI'aide du réactif
Amplex Red apres avoir collecté le milieu d'une culture cellulaire
traitée avec I'oligomere AB (1 uM) en présence ou en absence de
KDS2010 (100 nM) ou de CQ (20 uM) pendant 1 jour.

Analyse des métabolites

Pour I'analyse des métabolites, I'aspartate, I'ornithine, 1> N-ornithine,
arginine, 1> N-arginine, citrulline, 1> N-citrulline, glutamate,
putrescine, 1 N-putrescine, GABA et 1° Les N-GABA ont été analysés.
Le systeme utilisé pour les analyses était un Exion LC AD UPLC
couplé a un MS/MS (Triple Quad 4500 System, AB Sciex LLC,
Framingham, USA) utilisant un Acquity ® Colonne UPLC BEH C18
(4,7 um, 2,1 mm x 75 mm, Waters, USA) a 50 °C, contrdlée par le
logiciel Analyst 1.6.2 (AB Sciex LP, Ontario, Canada). 70 % de
méthanol (100 pl, avec un étalon interne d 5 -glutamine a une
concentration finale de 1 uM) ont été ajoutés aux pastilles
d'échantillon d'astrocytes et vortexés pendant 30 s. Les cellules ont
été lysées par trois cycles consécutifs de congélation/dégel en utilisant
de l'azote liquide, et le lysat a été centrifugé pendant 10 min & 20 817
xg (14 000 tr/min) & 4 °C. Le surnageant (5 pul) de chaque échantillon
a été utilisé pour la normalisation de I'ADN. Les concentrations
d'ADN ont été analysées a I'aide d'un spectrophotometre Nano-MD
UV-Vis (Scinco, Séoul, Corée). 40 pl du surnageant de chaque
échantillon ont été évaporés a sec a 37 °C sous un léger courant
d'azote. La dérivatisation du phénylisothiocyanate (PITC) a été
réalisée en ajoutant 50 pl d'un mélange 19:19:19:3 éthanol:eau
pyridine:PITC (v/v) et le mélange a été vortexé pendant 30 s et secoué
pendant 20 min. Ensuite, le mélange a été évaporé a sec a 37°C sous
un léger courant d’azote. Le résidu a été reconstitué en ajoutant 50 pl
de la phase mobile A (0,2 % d'acide formique dans de I'eau
désionisée) : B (0,2 % d'acide formique dans de I'acétonitrile) =
solvant 5 : 5 et en vortexant pendant 30 s. Les conditions
chromatographiques initiales étaient 100 % de solvant A a un débit de

0,4 mL-min. 1. Aprés 0,9 min a 15 % de B, le solvant B a été réglé a
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minutes supplémentaires. Le systéme a ensuite été ramené aux
conditions initiales au cours des 0,5 minutes suivantes. Le systéme a
été rééquilibré pendant les 2,5 minutes suivantes dans les conditions
initiales. La durée totale de fonctionnement était de 15 minutes. Tous
les échantillons ont été maintenus a 4 °C pendant I'analyse et le
volume d'injection était de 5 pl. L'analyse MS a été réalisée en
utilisant ESI en mode positif. La tension de pulvérisation d'ions et la
température du vaporisateur étaient respectivement de 5,5 kV et 500
°C. Le gaz du rideau a été maintenu a 45 psi et le gaz de collision a 9
psi. Le gaz du nébuliseur était de 60 psi, tandis que le débit du gaz
turbo était de 70 psi. Les métabolites ont été détectés de maniére
sélective a I'aide de leurs paires uniques de surveillance de réactions
multiples (MRM). Le mode MRM suivant (Q1 / Q3) a été sélectionné :
arginine (m/z 310.000 / 217.000), 1® N-arginine(m/z 311.000 /
218.000), ornithine (m/z 403.200 / 310.200), 1* N-ornithine (m/z
404.000 / 311.200), citrulline (m/z 311.200 / 113.100), 15
N-citrulline(m/z 313.200 / 114.100), glutamate (m/z 283.200 /
130.200), aspartate (m/z 269.200 / 116.200), putrescine (m/z
359.200 / 266.100), 15 N-putrescine(m/z 360.200 / 267.100), GABA
(m/z 238.875/ 87.103), 15 N-GABA (m/z 239,875/87,103). Afin de
surveiller les transitions spécifiques parent-produit, la courbe
d'étalonnage standard pour chague métabolite a été utilisée pour la
quantification absolue.

Microscopie électronique de culture d'astrocytes primaires

Afin de fixer les astrocytes humains, le milieu a été remplacé par du
glutaraldéhyde a 2,5% tamponné a pH 7, 2-4 pendant 1 h. Et les
cellules ont été collectées et incorporées dans de la résine Epon. Par la
suite, des coupes de 70 nm ont été obtenues a I'aide d'un ultra-
microtome et colorées avec de I'acétate d’uranyle et du citrate de
plomb. Les coupes cellulaires ont finalement été analysées a I'aide
d'un microscope électronique a transmission de 80 kV. Pour
quantifier les compartiments autophagiques, la taille et le nombre de
vésicules autophagiques ont été mesurés qui ont été définis par des
vésicules de forme sombre et circulaire dans la région cytoplasmique [
29 ]. Pour le marquage immunitaire a I'or, les cellules de culture
d'astrocytes ont été fixées et incubées avec un anticorps anti-LC3B
(NB100-2220, Novus, USA) dans une solution de blocage (0,5 % de
Ttiton-X100 avec 5 % de NGS dans du PBS) et ont été traitées avec un
anti-lapin de chévre. -anticorps a particules d'or (G3779, 10 nm,
Sigma, USA,).

Plasmides viraux et production de virus

Pour le silencage génique dans les astrocytes de I'hippocampe de
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nouvellement développé. qui active le sShRNA de maniére dépendante
du promoteur GFAP (pGFAP) via AAV-pGFAP-CRE comme décrit
précédemment [ 30 ]. Afin de générer un vecteur viral spécifique aux
astrocytes, nous avons sous-cloné 681 pb du promoteur GFAP
humain, gfaABC1D, au vecteur AAV2 [ 31]. Il est bien établi que la
séquence du promoteur gfaABC1D de 681 pb posséde une activité
transcriptionnelle plus élevée d'une maniére spécifique aux
astrocytes, similaire au promoteur gfa2 de 2,2 kb [ 31 ]. Sinon, pour
induire la mort cellulaire spécifique des astrocytes et observer le degré
de dépot d'Ap dans I'hippocampe des souris APP/PS1., nous avons
appliqué la Caspase 3 active AAV-LoxP et I'AAV-GFAP-Cre ensemble [
32]. Séquence shARN LC3B, 5'-GCAGCTTCCTGTTCTGGATAA-3';
Séquence sShARN SQSTML, 5'-ACTGGACCCATCTGTCTTCAA-3".
D'autre part, pour déterminer le gain de fonction de LC3B dans les
astrocytes, nous avons inséré I'’ADNCc de cellules humaines. LC3B
(GenBank NM_022818.5) dans le systeme de surexpression AAV-
pGFAP. Pour générer de I'AAV a titre élevé a des concentrations allant
de 1x 10 92410 ! Les unités formant des plages par millilitre
(pfu/ml), les plasmides souhaités et pRC5, ainsi que les plasmides
pHelper, ont été introduits de maniere transitoire dans des cellules
HEK293TN. Apres une incubation de 72 heures, les lysats cellulaires
ont été soumis a un traitement a la benzonase (50 unités/ml ; Sigma,
USA). Ensuite, les particules virales ont été purifiées et concentrées a
I'aide d’'une colonne d’héparine (GE Healthcare, Suéde) en
conjonction avec un tube filtrant de 100 000 (Millipore, USA). La
quantification des titres viraux a été mesurée par la méthode qPCR.

Injection stéréotaxique

Les souris ont été anesthésiées avec 2 % d'avertin (200 mg/kg ;
Sigma, USA) dans une solution saline (20 ul/g ; volume de solution
saline/poids corporel de la souris) et placées dans un cadre
stéréotaxique (Stoelting Co, USA). Les virus de surexpression shRNA
AAV-R-CREon-LC3B ou SQSTML1 et AAV-pGFAP-CRE ont été co-
injectés a I'aide d'un micro-injecteur stéréotaxique (Stoelting Co.
USA). Les groupes témoins ont recu une injection de sShRNA AAV-
scramble. Une solution contenant de I'AAV (2 pl) a été injectée dans la
couche moléculaire du gyrus denté (DG) de I'hippocampe dorsal;
antéro-postérieur (AP) : -2,0 mm, médial latéral (ML) : £1,5 mm,
dorsal ventral (DV) : -1,85 mm au bregma a I'aide d'un pousse-
seringue micro-seringue (Micro 4, WPI, USA) avec un 33- aiguille de
jauge (WPI, USA) (0,1 ul/min). Des expériences neuropathologiques
ont été réalisées 3 semaines apres l'injection. Les souris ont été
hébergées selon un cycle lumiére-obscurité de 12 h 12 et maintenues a
une température de 18 & 23 ° C avec une humidité comprise entre 40
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Reconnaissance d'objets nouveaux (NOR) et reconnaissance de
lieux d'objets nouveaux (NOPR)

Tests de comportement

Les taches NOR et NOPR ont été effectuées dans une boite blanche en
champ ouvert (40 x 40 x 40 cm) avec de légéres modifications par
rapport aux procédures. Deux types d'objets étaient différents par leur
forme, leur couleur et leur texture. L'un d’eux était un tétraédre
régulier jaune, en acrylique. L’autre était une sphere de couleur noire
et rouge, en uréthane. Les objets étaient fixés au sol de la boite, pour
ne pas étre déplacés par les souris. Renifler des objets était considéré
comme l'action exploratoire de la souris. Le test NOR était composé
de 3 étapes telles que I'nabituation, I'entrainement et le test, et était
administré une fois par jour. Au cours de I'étape d’habituation, la
souris a été placée dans une boite en plein champ pendant 10 minutes
sans objets. Ensuite, pendant 2 fois la période d'entrainement, deux
objets identiques ont été présentés a la souris pendant 10 min. Deux
heures aprés le dernier entrainement, I'un des objets familiers a été
remplacé par un nouvel objet et présenté a la souris pendant 10
minutes pour le test. Les procédures pour la tache NOPR étaient
similaires a celles de la taiche NOR, sauf que I'un des objets a été
déplace vers un emplacement différent pour le test. Le test a été
enregistré sur vidéo avec un logiciel d'encodage (Ethovision XT,
Noldus, USA) et les résultats, y compris le nombre total d'entrées de
bras et le comportement d'alternance, ont été analysés
ultérieurement.

Quantification et analyse statistique

La préparation de la culture cellulaire et les souris présentant les
génotypes requis ont été réparties au hasard dans les groupes
expérimentaux et traitées de la méme maniére. Toutes les analyses de
quantification ont été effectuées a I'aveugle. Les chiffres et les points
individuels font référence a des échantillons individuels (cellules
individuelles, lots séparés de cellules cultivées ou d'animaux), sauf
indication contraire dans les Iégendes des figures. N représente le
nombre d'animaux utilisés pour I'expérience, tandis que n fait
référence au nombre de cellules ou de lots de culture. La distribution
des données a été supposée normale, mais cela n'a pas éte
formellement testé. Les données sont présentées sous forme de
moyenne = SEM. Pour I'analyse comportementale, Ethovision XT
(Noldus, USA) a été utilisé. Pour I'analyse des images, les logiciels
ImageJ (NIH, USA) et IMARIS (Oxford instrument, Royaume-Uni)
ont été utilisés. Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a
I'aide de Prism v.8.4.3 (logiciel GraphPad, Etats-Unis); un test t de
Student non apparié et bilatéral a été utilisé pour comparer deux

14 sur 50 31/10/2024, 10:52


https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf

La plasticité de l'autophagie astrocytaire module la clairance AR ...  https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/articles...

Télécharger le PDF &

- ' . - -

Une ANOVA bidirectionnelle avec le test de comparaisons multiples
de Tukey a été utilisée pour comparer des groupes ayant deux
variables indépendantes. Les différences statistiques étaient
considérées comme significatives lorsque p < 0,05 et la signification a
été fixéea*, p<0,5et** p <0,01, qui sont indiqués dans les figures
ou les légendes des figures. Aucune méthode statistique n'a été
utilisée pour prédéterminer la taille des échantillons, mais la taille des
échantillons est similaire a celle rapportée dans les publications
précédentes. Le nombre d'échantillons expérimentaux, la moyenne, le
SEM et les valeurs statistiques supplémentaires sont répertoriés dans
les tableaux supplémentaires S1 et S2 .

Résultats

A induit I'expression des composants de I'autophagie et augmente le
flux de I'autophagie dans les astrocytes

Pour examiner si les composants de I'autophagie sont régulés par I'Af
dans les astrocytes, nous avons adopté des cultures primaires de
neurones et d'astrocytes de souris, traitées avec de I'Ap synthétique in
vitro. Nous avons préparé des oligomeres AP et les avons traités avec
le milieu de culture a une concentration de 1 uM (Fig. 1 a). Nous avons
effectué une immunocytochimie (ICC) en utilisant des anticorps
dirigés contre des marqueurs astrocytaires et neuronaux, GFAP et
MAP2, et avons constaté que le niveau de GFAP était
significativement augmenté (Fig. L b, c, e), alors que le niveau de
MAP?2 était significativement diminué en réponse a AB (Fig.1b., g, i)
Cela était cohérent avec notre précédent rapport sur le mécanisme
autonome non cellulaire des astrocytes réactifs sévéeres provoquant
une neurodégénérescence via H 2 O o dans la MA [ 6 ]. Nous avons
également observé que les principaux composants de lI'autophagie,
LC3B et SQSTML1, étaient régulés positivement de maniére
significative et corrélative avec I'augmentation des niveaux de GFAP
(Fig. Lc-f), alors que ceux du neurone étaient significativement
régulés négativement avec la diminution des niveaux de MAP2 (Fig. 1
c-f)..1.g-

Figure 1
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Les astrocytes induisent des composants de I'autophagie (LC3B et
SQSTM1) en réponse a I'oligomere A, mais pas les neurones. a , Schéma
expérimental pour détecter les composants de I'autophagie dans la culture
primaire d'astrocytes et de neurones de souris. b , Quantification de
I'immunoréactivité GFAP ou MAP2 dans le systeme de coculture primaire
d'astrocytes et de neurones de souris avec ou sans oligomére Af. Un total
de 400 cellules, 50 cellules/puits, n = 8 puits. ¢, Double immunocoloration
avec les anticorps GFAP et LC3B dans le systeme de culture primaire. Barre
d'échelle (blanche) : 50 um d , Quantification de I'immunoréactivité LC3B
dans les astrocytes GFAP-positifs et leurs graphiques de corrélation avec
I'intensité GFAP. Un total de 200 cellules, 50 cellules/puits, n = 4 puits. e,
Double immunocoloration avec les anticorps GFAP et SQSTM1 dans le
systeme de culture primaire. Barres d'échelle (blanches) : 50 um. f,
Quantification de I'immunoréactivité SQSTML1 dans les astrocytes GFAP-
positifs et leurs graphiques de corrélation avec I'intensité GFAP. Un total de
200 cellules, 50 cellules/puits, n = 4 puits. g , Double immunocoloration
avec les anticorps MAP2 et LC3B dans le systéme de culture primaire.
Barre d'échelle (blanche) : 50 um. h, Quantification de I'immunoréactivité
de LC3B dans les régions MAP2-positives et leurs graphiques de corrélation
avec l'intensité de MAP2. Un total de 200 cellules, 50 cellules/puits, n =4
puits. i , Double immunocoloration avec les anticorps MAP2 et SQSTM1
dans le systéme de culture. Barre d'échelle : 50 um. j , Quantification de
I'immunoréactivité SQSTM1 dans les régions MAP2-positives et leurs
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Nous avons également vérifié que les traitements par oligomeéres A3
augmentaient les niveaux de LC3B et SQSTM1 dans les astrocytes
primaires S100B-positifs (Fig. 1 a-d supplémentaire). En revanche, les
traitements par oligomeéres A ont diminué les niveaux de LC3B et
SQSTML1 dans les neurones primaires NeuN-positifs (Fig. 1 a-d
supplémentaire).

Sur la base des données ci-dessus, nous avons émis I'hypothese que
I'AP pouvait moduler I'expression de genes liés a I'autophagie pour la
détoxification de I'Ap dans les astrocytes. Pour prouver cette
hypothése, nous avons effectué un séquencgage d'ARN entier pour
détecter les modeéles d'expression génique dans les astrocytes
humains traités a I'Af a1, 3, 6, 9 a 12 h. Nous avons observeé que les
genes liés a I'autophagie présentent une augmentation significative
des niveaux d'ARN lors du traitement par AB. Nous avons classé ces
genes en quatre groupes présentant des modeles temporels
d'expression de I'ARN en fonction du temps (Fig. 2 a). Nous avons
validé que les niveaux d'ARNm de LC3B et SQSTML1 sont
significativement élevés apres le traitement par I'oligomere AB, ce qui
suggere qu'une augmentation des composants de I'autophagie se
produit au niveau de I'expression génique en réponse a l'oligomere Af3
dans les astrocytes (Fig. 2 b-d). Ensuite, pour déterminer I'évolution
précise de I'autophagie astrocytaire induite par I'Ap au niveau
protéique, nous avons évalué I'expression de composants
autophagiques tels que LC3B-1, LC3B-11 et SQSTML1 en réponse a
I'oligomere AP par analyse par transfert Western dans des astrocytes
primaires de souris. (Figue. 2e , Fig. supplémentaire 2a ). LC3B-I, qui
est une forme clivée de LC3B a son extrémité C-terminale, se révele
distribuée de maniére diffuse dans le cytosol. Lorsque lI'autophagie est
induite, la LC3B-I cytosolique est conjuguée a la
phosphatidyléthanolamine (PE) pour former la LC3B-I11 qui est
déplacée vers les membranes autophagosomales. 1l est intéressant de
noter que les niveaux de SQSTML1 et LC3B-II montrent des
changements dynamiques se produisant en 120 h. Le moment
d'expression maximale de SQSTM1 et de LC3B-11 est respectivement
de 12 h et 1 h apres le traitement par I'oligomere AB, et les niveaux
sont revenus au niveau normal (Fig. 2 f). Il est intéressant de noter
que cette dynamique temporelle des composants autophagiques a
également été observée dans les conditions de traitement de facteurs
pro-inflammatoires tels que le lipopolysaccharide (LPS) et le facteur
de nécrose tumorale (TNF)-alpha ainsi que le monomere A (Fig. 2
b-d supplémentaire). Enfin, nous avons traité soit le monomere soit
I'oligomere AP et vérifié I'accumulation de vésicules autophagiques
dans les astrocytes par immunocoloration avec les anticorps LC3B et
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autophagiques augmentent avec une dynamique temporelle

-

AP (Fig. 2 g-i). Ces résultats indiquent que les composants

transitoire en réponse au monomere et a I'oligomere AB dans les
astrocytes humains, et ceux-ci ont été généralement démontrés de
maniere similaire contre divers facteurs pro-inflammatoires.

Figure 2

Les astrocytes présentent une expression temporelle des genes liés a
I'autophagie et du flux de I'autophagie en réponse a I'oligomére Ap en
temps opportun. a, analyse de séquencage d'ARN dans une culture
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Conception expérimentale pour une évolution temporelle de la gqRT-PCR
dans des astrocytes humains traités avec un oligomere AB. c , Heatmap du
modele d'expression des genes associés a I'autophagie. d , analyse qRT-
PCR pour les niveaux d'’ARNm LC3B, SQSTM1 et BECN1 en réponse a
I'oligomeére AB. Les graphiques linéaires présentent la moyenne + SEM de
trois expériences distinctes. e , données d'analyse par Western blot
montrant que les niveaux de LC3B-11 et SQSTM1 endogénes sont modifiés
en fonction du temps dans les astrocytes primaires de souris traités avec
I'oligomeére AB. f, Quantification des intensités de bande de LC3B-I1 et
SQSTML1 normalisées par la B-actine (ACTB). Les graphiques linéaires
présentent la moyenne = SEM de trois expériences distinctes. g , Double
immunomarquage avec les anticorps LC3B et SQSTM1 dans une culture
d'astrocytes humains monomeéres ou oligomeres traitées a I'Af3. Barres
d'échelle (blanches) : 20 um. h & i, graphiques & barres montrant
I'intensité moyenne des LC3B ( h signaux ) et SQSTML1 (i ). Un total de
20 cellules, 5 cellules/puits, n = 4 puits. Les données sont présentées sous
forme de moyenne + SEM. Significativement différenta*, p < 0,05;**, p <
0,01

Les composants de 'autophagie (LC3B et SQSTM1) sont élevés dans le
cerveau des patients atteints de MA

Pour déterminer I'importance de I'autophagie dans la MA, nous avons
examiné si les composants de I'autophagie changeaient dans le
cerveau des patients atteints de MA. Nous avons mesuré le niveau des
principaux composants de I'autophagie, LC3B et SQSTML1, en
effectuant une expérience de Western blot en utilisant des
échantillons de cerveau humain provenant de régions corticales de
patients atteints de MA (Fig. 3_a, b). Nous avons constaté une
augmentation significative de SQSTML1 et de LC3B uniquement dans
les cas de MA sévére, mais pas dans les cas de NPCAD (Fig. 3_a, b).
Sur la base de ces résultats, nous avons réalisé une expérience
d'immunohistochimie pour LC3B avec un marqueur spécifique des
astrocytes, GFAP, dans le tissu cérébral de patients humains atteints
de MA (Fig. 3.c-e). Comme indiqué précédemment, la morphologie
des astrocytes s'est révélée hypertrophiée dans le cas de la MA par
rapport au groupe sain [ 6 ], indiquant la présence de I'augmentation
des astrocytes GFAP-positifs. En conséquence, nous avons observé
une augmentation du niveau de LC3B dans les régions
hippocampiques de patients humains atteints de MA, par rapport au
cas de sujets sains (Fig. 3_supplémentaire c-f, Fig. 3)). Il est
intéressant de noter que le niveau des signaux LC3B était corrélé au
niveau d’'intensité GFAP dans les astrocytes des patients atteints de
MA (Fig. 3_e), ce qui implique que les composants autophagiques
s'accumulent en fonction de la réactivité des astrocytes réactifs dans le
cerveau MA. Ces altérations de I'expression des protéines impliquent
que la voie de I'autophagie astrocytaire pourrait jouer un role
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Les taux astrocytes de LC3B et SQSTM1 sont augmentés dans I'hippocampe
des patients atteints de MA. a, analyse par transfert Western pour détecter
le niveau de protéines LC3B-I1 et SQSTML1 a partir du cortex post-mortem
de sujets normaux, NPCAD-MCI et de patients atteints de MA sévére
(TAS). b, analyse densitométrie des niveaux de protéines LC3B-11 et
SQSTM1 du panneau a. Normal, N = 11 cas ; NPCAD, N =11 cas ; TRISTE,
N =10 cas. ¢, Images d'immunocoloration chromogene double pour LC3B
(bleu) et GFAP (marron) dans I'hippocampe de patients normaux, NPCAD
et MA séveres. Les panneaux inférieurs présentent une immunoréactivité
LC3B (bleu) dans les astrocytes GFAP-positifs (marron) dans le gyrus denté
(DG). Barres d'échelle (noires) : en haut, 2 mm ; milieu et bas, 10 um. d ,
Quantification de I'immunoréactivité GFAP et LC3B. Un point représente
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SAD (dérivée du panel d). f, Images confocales représentatives de
I'immunoréactivité LC3B et GFAP dans le cortex de sujets normaux et de
patients atteints de MA sévere. La fleche (blanche) indique le signal LC3B
dans les astrocytes GFAP-positifs. Barres d'échelle : blanches, 20 um ;
fleches noires (X, y et z en vue 3D), 10 um. Les données sont présentées
sous forme de moyenne + SEM. Significativement différenta *, p < 0,05 ;
** p<0,01

La fonction de I'autophagie induite est essentielle a la survie des
astrocytes en réponse a I'Ap

Des études antérieures suggerent que lI'autophagie est essentielle a la
survie cellulaire [ 33_, 34.]. De maniére cohérente, notre précédent
rapport montre que le mécanisme de l'autophagie est lié a la viabilité
cellulaire des astrocytes contre les matiéres toxiques, ce qui est le DT
dans le cas de l'utilisation du systeme de récepteurs astrocytaires
inductibles de la toxine diphtérique simienne (iDTR), un modele
nouvellement développé d'astrocytes réactifs [ 6 ]. Afin de déterminer
si la viabilité des astrocytes est associée a la fonction de lI'autophagie,
nous avons concu des expériences pharmacologiques avec plusieurs
inhibiteurs de I'autophagie : CQ, un inhibiteur de fusion des
lysosomes ; E64D, un inhibiteur de la cystéine protéase ; Pepstatine A
(P), un inhibiteur de lI'aspartate protéase ; 3-MA, une PI3-kinase et un
inhibiteur de la formation d'autophagosomes. Lorsque la machinerie
de l'autophagie ne fonctionnait pas correctement dans les astrocytes
humains et de souris traités a I'Ap par inhibition pharmacologique, la
viabilité des astrocytes était considérablement réduite (Fig. 4. a-c).
Tout d’abord, nous avons effectué un test MTT pour mesurer l'activité
oxydoréductase dépendante du NAD (P) H des cellules afin d'évaluer
I'activité métabolique dans les astrocytes humains en culture. Nous
avons observé que non seulement le monomere et I'oligomeére AB
réduisent la viabilité des astrocytes, mais que E64D/Pepstatine A
(E/P) réduit également de maniere significative la viabilité des
astrocytes. Nous avons notamment découvert que le co-traitement de
I’AP et des inhibiteurs de I'autophagie accélere la mort cellulaire des
astrocytes (Fig. 4a ,b). D'autre part, nous avons observé que le co-
traitement de I'AP et du 3-MA diminuait systématiquement la viabilité
de la culture primaire d'astrocytes de souris (Fig. 4c ). Les modeéles de
mort cellulaire (apoptose versus nécrose) ont également été examinés
par I'analyse morphologique des astrocytes dans les astrocytes traités
par CQ et E/P et/ou AP accompagnés de marqueurs de mort cellulaire
(Fig. 4.d, e, Fig. 4a). Il est intéressant de noter que la mort cellulaire
apoptotique et nécrotique des astrocytes était significativement élevée
par l'inhibition de lI'autophagie en réponse au traitement par I'Ap.
L'altération de la morphologie des astrocytes a également été observée
dans un modéle animal de MA par inactivation du gene
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constaté que la morphologie des astrocytes était nettement perturbée
dans les astrocytes exprimés par le sShRNA LC3B et traités par
I'oligomeére AP, accompagnés de I'accumulation d'agrégats Ap (Fig. 5
a-c). Ce résultat indique que le mécanisme de I'autophagie
astrocytaire est nécessaire a la survie des astrocytaires face a un
stimulus toxique, ce qui implique que la résilience des astrocytes dans
des environnements toxiques ou dans des conditions pathologiques
dépend de la fonction de I'autophagie.

Figure 4
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humains : monomere AB, 1 uM ; Oligomere AB, 1 M. La viabilité cellulaire
a été mesurée par test MTT. b, L'inhibition de la fonction de I'autophagie
exacerbe la mort cellulaire dans les astrocytes humains traités avec le
monomeére AP ou I'oligomeére. Conditions de traitement : monomere ou
oligomere AB, 1 UM ; E64D/Pepstatine A (E/P), inhibiteurs de protéase
acide, 10 pg/ml ; heure, 24 heures. Les graphiques a barres représentent la
moyenne = SEM de trois expériences distinctes. ¢ , 3MA, un inhibiteur de
la PI13-kinase et de la formation d'autophagosomes, exacerbe la mort
cellulaire des astrocytes primaires de souris traités par I'oligomére Ap.
Conditions de traitement : oligomére Ap, 1 uM ; 3MA, 1 mM ; heure, 24
heures. d , Images représentatives de la morphologie des astrocytes, des
signaux de mort cellulaire apoptotique (vert) et des signaux de mort
cellulaire nécrose (rouge) avec ou sans inhibiteurs de I'autophagie [E/P ou
chloroquine (CQ)] dans les astrocytes humains sous traitement par
oligomere AB. Conditions de traitement : oligomere AB, 1 uM ; E64D, 10
pg/ml ; Pepstatine A, 10 pg/ml ; CQ, 20 uM ; heure, 24 heures. Barres
d'échelle (blanches) : 10 um. e , Modification du rapport des modéles de
mort cellulaire (apoptose, nécrose et apoptose tardive) dans les astrocytes
avec ou sans inhibiteurs de I'autophagie. f, Mécanisme de fonctionnement
du capteur d’autophagie, RFP-GFP-LC3B. Les points verts indiquent les
autophagosomes et les points rouges les autolysosomes. g , Images
représentatives d'astrocytes exprimant RFP-GFP-LC3B en présence ou en
absence d'inhibiteurs de I'autophagie (CQ ou E/P) dans des astrocytes
humains traités avec un oligomeére AB. Barres d'échelle : 10 um. h,
Quantification de la taille de I'autophagosome (points verts) et de
I'autolysosome (points rouges). Nombre de cellules : contrdle, n =8, CQ, n
=10;E/P,n=10;AB,Nn=10;AB+CQ,n=7; AB+E/P,n=9.1i, Images
représentatives de microscopie électronique a transmission (TEM)
représentant I'autophagosome (vésicules a double membrane) et
I'autolysosome (vésicules sombres et denses) dans des astrocytes en culture
traités avec un oligomere ApB. Barres d'échelle (noires) : supérieure, 5 um ;
milieu et bas, 0,5 um. Av, vésicules d'autophagie ; N, noyau. j ,
Quantification de la taille et du nombre de vésicules autophagiques. Les
données sont présentées sous forme de moyenne + SEM. Mesure et
comptage du ROI (100 pm 2)/cellule. Significativement différenta *, p <
0,05;** p<0,01

Le processus d'autophagie montre des altérations morphologiques

uniques en formant un autophagosome, qui est une vésicule

séquestrée a double membrane, ou un autolysosome, qui est une

forme de fusion d'autophagosome avec un lysosome [ 35_, 36, 37].

Ces caractéristiques subcellulaires uniques peuvent étre directement

observées grace aux techniques de microscopie électronique [ 29.].

Par conséquent, nous avons effectué une microscopie électronique a

https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/articles...
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transmission (TEM) pour observer I'autophagosome et I'autolysosome

dans les astrocytes primaires de souris traités a I'Ap. En conséquence,

nous avons pu détecter une augmentation des vésicules cytosoliques a

double membrane, qui sont des autophagosomes, dans les astrocytes
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EM et observé que les astrocytes a proximité des plaques Ap dans
I'hippocampe de la souris 5xFAD contiennent une augmentation des
structures de filaments et présentent des vésicules autophagiques
(double membrane), tandis que les astrocytes de I'hippocampe de la
souris WT contiennent moins de structures de filaments et n'ont pas
montré. formation apparente de vésicules autophagiques (Fig. S7.).
Ensuite, nous avons examiné si I'augmentation de la machinerie
autophagique entrainait une augmentation du flux autophagique dans
les astrocytes en appliquant du CQ, qui est un inhibiteur de la
conversion autophagosome-autolysosome, ou un inhibiteur de
I'enzyme lysosomale, E64D (10 pg/ml) et Pepstatine A (10
pg/ml).ug/ml) (E/P). Premiérement, nous avons directement
immunocoloré avec des anticorps LC3B ou SQSTML1 pour détecter
I'autophagosome et avons observé que I'accumulation de LC3B ou
SQSTMLI induite par AP était plus importante dans les conditions
traitées par CQ ou E/P que dans les conditions non traitées (Fig. 6 a-c
supplémentaire). Pour confirmer davantage une augmentation du flux
autophagique induit par ApB, nous avons surveillé le flux autophagique
avec une sonde d'autophagie basée sur la fluorescence généralement
utilisée, la construction de fusion RFP-GFP-LC3B [ 38, 39, 40], qui
peut montrer des signaux jaunes dans les premiers autophagosomes
et signal rouge dans l'autolysosome (Fig. 4_b supplémentaire f-h, Fig.
4). Ap a induit une augmentation a la fois du nombre et de la taille
des autophagosomes (points jaunes) et des autolysosomes (points
rouges) dans chaque astrocytes et ces signaux ont ensuite été
accumulés lors du co-traitement de CQ ou d'E/P (Fig. 4.g-h). De plus,
nous avons montré que le flux autophagique amélioré était également
observé dans le traitement du monomere A ainsi que de I'oligomere
AP par analyse par Western blot (Fig. 2 supplémentaire ). Nous avons
mesuré les niveaux de LC3B ou SQSTM1 a partir de lysats de culture
d'astrocytes primaires et comparé le rapport accumulé de chaque
marqueur par traitement de CQ ou E/P entre I'absence et la présence
de monomere AP dans les astrocytes primaires de souris. En
conséquence, ces ratios ont été significativement augmentés par le
traitement au monomeére A (Fig. 6 d-h supplémentaire). En outre,
nous avons directement observé que la taille des vésicules
autophagiques augmentait considérablement en présence de CQ grace
a l'expérience TEM (Fig. 4.1, j). Pris ensemble, ces résultats indiquent
gue AR, non seulement sous forme oligomere mais également sous
forme monomere, accélére le processus cellulaire d'autophagie dans
les astrocytes, accompagné d'une régulation dynamique des protéines
liées & I'autophagie.

L'inhibition de I'autophagie prévient I'intoxication par I'AB et exacerbe
le stress oxydatif dans les astrocytes traités par I'Ap
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que mécanisme en amont de la production de putrescine par
absorption d'Ap, le cycle de I'urée astrocytaire est allumé dans des
conditions AD [ 12 ]. Dans cette étude, les métabolites du cycle de
I'urée tels que l'aspartate, I'arginine et I'ornithine ainsi que la
putrescine et le GABA ont été nettement régulés positivement dans les
astrocytes cultivés traités par A, indiquant le cycle accéléré de I'urée [
12]. Ici, nous avons postulé que la voie de I'autophagie peut agir
comme un mécanisme en amont du cycle de I'urée dans le processus
d’intoxication par I’AB. Pour déterminer si le cycle de I'urée déclenché
par I'Af est modulé par la voie de I'autophagie dans les astrocytes,
nous avons utilisé le shRNA LC3 pour inhiber la voie de I'autophagie
dans les astrocytes traités par I'Ap et analysé les métabolites du cycle
de l'urée intracellulaire par analyse par chromatographie
liquide/spectrométrie de masse (LC/MS) ( Figure supplémentaire 8
a). Notamment, nous avons observé que I'élévation des taux
d'aspartate, d'arginine, d'ornithine, de putrescine et de GABA induite
par I'oligomere AP était significativement atténuée dans les astrocytes
primaires de souris transfectés par LC3B-shRNA (Fig. 6b-g). Alors
que le shRNA LC3B n'a modifié que le niveau de métabolites associés
au cycle de l'urée, tels que I'ornithine, I'arginine et d'autres (Fig. 6b-g).
Ces résultats indiquent que le cycle de I'urée facilité par I'Ap dans les
astrocytes est médié par la voie de l'autophagie.

Considérant que l'autophagie est étroitement liée a la dynamique
mitochondriale [ 41] et que I'AB dans le modele murin de MA
amyloidogéne a provoqué un dysfonctionnement mitochondrial, qui
s'aggrave a mesure que les plaques AB se forment [ 42 ], nous
pourrions émettre I'nypothése que lI'autophagie des astrocytes induite
par I'Ap peut contribuer a la modulation de fonction mitochondriale.
En conséquence, nous avons analysé les données d'ARN-seq et avons
découvert que les génes des mitochondries codés par le génome
mitochondrial et les génes de ciblage des mitochondries codés par le
génome nucléaire sont significativement modifiés dans les astrocytes
humains traités par un oligomere Ap (Fig. 8 h, i supplémentaire).
Ensuite, nous avons examiné le changement morphologique des
mitochondries avec Mito-Tracker (vert), qui est un outil précieux
utilisé pour observer la morphologie et les activités des mitochondries
[ 27, 43], dans les astrocytes humains traités par un oligomere Ap.
Nous avons constaté que la taille, la longueur et le total des jonctions
de branchement des mitochondries étaient significativement plus
faibles dans les astrocytes traités avec un oligomere A ou avec un
oligomere AP que dans le groupe témoin et que ceux-ci étaient encore
diminués dans I'état des oligomeres E/P et AB. traitement, par
rapport au traitement unique (Fig. 5a ,b). Le dysfonctionnement
mitochondrial dans les astrocytes appauvris en autophagie et traités
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superoxyde spécifique aux mitochondries, et avons observé que
I'intensité de Mito-SOX était significativement augmentée par le
traitement par A, qui était encore augmentée par Ap- et E/P. -
condition co-traitée (Fig. 5.a, b). De maniére cohérente, nous avons
observé une augmentation du niveau de H 5 O » dans les milieux de
culture un jour apreés le traitement de AP via le test Amplex Red, avec
une augmentation supplémentaire de I'état inhibé par l'autophagie
(Fig. 5.e). La détection des ROS a I'aide du test DCF-DA a été réalisée
dans des astrocytes traités avec un oligomere Ap avec ou sans
KDS2010, un piégeur de ROS et un inhibiteur réversible de la MAO-B
[ 6] (Fig. 5). Ces résultats indiquent que lI'autophagie astrocytaire
induite par I'oligomére A est étroitement associée aux fonctions
intactes de I'hnoméostasie mitochondriale et ROS.

Figure 5
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L'inhibition de la fonction de I'autophagie astrocytaire dérégule le potentiel
de la membrane mitochondriale et éléve les ROS en réponse a I'oligomere
AB. a, Images représentatives du potentiel de membrane mitochondriale
(par coloration MitoTracker) et des especes mitochondriales réactives de
I'oxygene (ROS) (par coloration MitoSOX) dans une culture d'astrocytes
humains traitées a I'oligomére A avec ou sans E/P. Barres d'échelle
(blanches) : 10 um. b, Quantification des signaux MitoTracker et MitoSOX
dans les astrocytes humains traités par un oligomére Ap avec ou sans E/P.
Un total de 20 comptes cellulaires, 5 cellules/puits, n = 4 puits. ¢ , Images
TEM représentatives présentant des changements ultrastructuraux des
mitochondries dans les astrocytes traités par oligomere AB et/ou CQ.
Barres d'échelle (noires) : 0,5 um. d . Quantification de la taille des
mitochondries a partir d'images EM parmi quatre groupes : contréle, 34
comptes de mitochondries ; CQ, 26 mitochondries comptent ; Af, 29
mitochondries comptent ; A + CQ, 29 mitochondries comptent. Mesure de
la taille des mitochondries en 100 pm 2 du retour sur investissement. e ,
test Amplex UltraRed pour détecter H » O » dans les astrocytes traités par
oligomere AP et/ou CQ. Les graphiques a barres représentent la moyenne +
SEM de 6 puits. T, test DCF-DA pour détecter les ROS dans les astrocytes
traités par un oligomeére AB avec ou sans KDS2010 (KDS), un piégeur de
ROS et un inhibiteur réversible de la MAO-B. Les graphiques a barres
représentent la moyenne + SEM de 6 puits (contrdle), 8 puits (Af) et 8
puits (AP + KDS2010). Significativement différenta*, p < 0,05 ; **, p <
0,01

L'inactivation spécifique des astrocytes des composants de
I'autophagie exacerbe la formation de plaques AB et altére la fonction
cognitive chez les souris APP/PS1

Pour étudier le réle de I'autophagie astrocytaire dans la pathologie de
la MA, nous avons développé un shRNA efficace pour le géne LC3B et
généré un AAV exprimant le sShRNA LC3B basé sur le systeme shRNA
CREonN, qui est un systeme de silengage génique dépendant de la
recombinase Cre (Fig. 9 supplémentaire). a-h). Nous avons injecté ce
virus avec le virus AAV-GFAP-Cre dans I'hippocampe de souris WT ou
APP/PS1 a I'age de 8 mois (Fig. 6 a) et inhibé génétiquement
I'expression de LC3B spécifiquement dans les astrocytes de
I'hippocampe de WT et APP/PSL. souris. Huit semaines apres
I'injection du virus, nous avons examiné le nombre de plaques AB
dans le cerveau de souris APP/PS1 par immunocoloration avec des
anticorps GFAP et AP ou par coloration a la thioflavine-S. Nous avons
observé que la taille des plaques AP était significativement augmentée
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astrocytaire joue un role essentiel dans I'élimination de I'Af dans la
MA. Il est intéressant de noter que les astrocytes de I'’APP/PS1
exprimant le shRNA LC3B sont devenus plus hypertrophiés dans leur
morphologie que le groupe témoin (Fig. 6 a-c supplémentaire b-d, Fig.
11), méme s'il n'est pas davantage ramifié, impliquant la réactivité
aggravée des astrocytes, probablement due a une production excessive
de H 2 O . L'inactivation de LC3B a augmenté le nombre d'astrocytes
GFAP-positifs et de plaques AP, accompagnée d'une réduction de
I'intensité et du nombre de signaux NeuN dans I'hippocampe des
souris APP/PS1 (Fig. 6 f, g, Fig. 11 d, e supplémentaires) . Ces résultats
indiquent que le mécanisme de l'autophagie astrocytaire joue un role
essentiel dans la prévention de I'exacerbation de la pathologie de la
MA dans le modele murin amyloidogene. D'autre part, pour examiner
si la toxicité des astrocytes seule est suffisante pour induire une
pathologie A in vivo, nous avons induit la mort cellulaire spécifique
des astrocytes dans I'hippocampe de souris WT et APP/PS1 en
transduisant la caspase-3 active (en utilisant I'AAV-LoxP-active
Caspase 3 et AAV-pGFAP-Cre) (Fig. 10 a-c supplémentaire). En
conséquence, nous avons constaté que le nombre et la taille des
agrégats AP étaient significativement augmentés dans I'hippocampe
des souris APP/PS1 présentant une surexpression de la caspase-3
active spécifique aux astrocytes (Fig. 10 j, €). Ces données indiquent
que la mort cellulaire spécifique des astrocytes exacerbe I'agrégation
de AB chez les souris AD.

Figure 6
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L'inactivation spécifique des astrocytes de MAP1LC3B/LC3B intensifie la
formation de plaques AB, les astrocytes GFAP-positifs et les troubles
cognitifs chez les souris APP/PS1. a , Schéma expérimental d'inhibition
génétique de lI'autophagie astrocytaire dans I'hippocampe des souris WT et
APP/PSL. b, Double immunomarquage pour la plague GFAP et Af dans
quatre groupes de souris : Groupe 1, souris WT avec ShRNA AAV-EFla-
DIO-Control + AAV-pGFAP-Cre ; Groupe 2, souris WT avec ShRNA AAV-
EFla-DIO-LC3B + AAV-pGFAP-Cre ; Groupe 3, souris APP/PS1 avec
shRNA AAV-EF1a-DI10O-Control + AAV-pGFAP-Cre ; Groupe 4, souris
APP/PS1 avec shRNA AAV-EF1a-DIO-LC3B + AAV-pGFAP-Cre. Barres
d'échelle : noires, 1 mm (en haut) ; blanc, 20 um (en bas). ¢ , images de
rendu 3D (par IMARIS) d'astrocytes GFAP-positifs (verts) et de plaques AP
(bleues). Barre d'échelle : fleches noires (x, y et z), 10 um (3D). d ,
Quantification du volume d'astrocytes GFAP-positifs dans quatre groupes
de souris : contrdle WT, un total de 31 comptes cellulaires provenant de N =
4 souris ; ShRNA WT + LC3B, 40 comptes cellulaires provenant de N = 4
souris ; Contréle APP/PS1, 27 comptes de cellules a partir de N = 4 souris ;
APP/PS1 + shRNA LC3B, 36 comptes cellulaires provenant de N = 4 souris.
e, Quantification du volume des plaques AB chez les souris ShRNA contréle
APP/PS1 et APP/PS1 + LC3B. Un total de 45 comptes de plaques provenant
de N = 4 souris dans chaque groupe. f, Images d'immunofluorescence pour
les neurones NeuN-positifs dans quatre groupes de souris, comme décrit
dans le panneau b. Barres d'échelle (blanches) : 20 um. g, Quantification
de I'immunoréactivité NeuN dans quatre groupes de souris : un total de 20
mesures de ROI a partir de N = 4 souris dans chaque groupe. h,
Chronologie et flux de travail pour les tests comportementaux (NOR, test
de reconnaissance d'objets nouveaux ; NOPR, test de reconnaissance de
lieux d'objets nouveaux) chez quatre groupes de souris : controle WT, N =8
souris ; ShARN WT + LC3B, N = 4 souris ; Contréle APP/PS1, N = 7 souris ;
APP/PS1 + shARN LC3B, N = 4 souris. i & j , graphique a barres montrant
I'indice de discrimination dans les tests de comportement NOR (i) et
NOPR (j ) dans quatre groupes de souris. Les données sont présentées
sous forme de moyenne + SEM. Significativement différenta *, p < 0,05 ;
** p<0,01
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nouveau test de reconnaissance d'objet (NOR) et un nouveau test de
reconnaissance de lieu d'objet (NOPR) 3 semaines apres l'injection du
virus. (Fig.6h )_. Nous avons constaté que les légeres déficiences de la
mémoire de reconnaissance d'objet et de la mémoire de
reconnaissance de lieu d'objet observées chez les souris WT infectées
par un shRNA LC3B ou chez des souris APP/PS1 brouillées ayant recu
une injection de shRNA étaient encore aggravées par l'inactivation
astrocytaire de LC3B dans le cerveau des souris APP/PS1 (Fig. .6je . j
). Ces aggravations cellulaires et comportementales des phénotypes de
la MA dues a une déficience de lI'autophagie astrocytaire ont
également été mises en évidence par l'inactivation de SQSTM1
astrocytaire chez les souris APP/PS1 (Fig. 7.a-h, Fig. 11 a-e
supplémentaire). Plus intéressant encore, la déplétion de lI'autophagie
astrocytaire due a l'inactivation de LC3B et de SQSTML1 a nettement
augmenté les niveaux de phosphorylation de tau au niveau des sites
de sérine 202 et de thréonine 205 du filament hélicoidal apparié (Fig.
7.i-k). Ces résultats indiquent que I'activation de I'autophagie
astrocytaire dans le modele murin amyloidogéne, les souris APP/PS1,
est essentielle pour atténuer la transformation en troubles cognitifs
séveres ainsi que I'augmentation des astrocytes GFAP-positifs, la
surproduction de plaques et la tauopathie chez les souris APP/PS1.

Figure 7
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L'inactivation de SQSTM1 spécifique aux astrocytes exacerbe la formation
de plaques AR et les troubles cognitifs chez les souris APP/PSL. a, Schéma
expérimental pour I'inhibition génétique de I'autophagie astrocytaire dans
I'hippocampe de souris APP/PS1 : Groupe 1, souris APP/PS1 avec ShRNA
AAV-EFla-DIO-Control + AAV-pGFAP-Cre. ; Groupe 2, souris APP/PS1
avec ShRNA AAV-EF1a-DIO-SQSTML1 + AAV-pGFAP-Cre. b, Double
immunomarquage pour la plague GFAP et Af3 dans le cerveau de souris
APP/PS1 avec ou sans injection de shARN SQSTML. Barres d'échelle :
blanches, 20 um ; fléches noires (x,y etzen vue 3D), 2 um.c & d
Quantification de l'intensité moyenne de I'immunoréactivité GFAP (c) et
NeuN (d ) dans quatre groupes de souris : un total de 10 mesures de ROI
pour chaque groupe de N = 4 souris e , Quantification du volume de plaque
AP dans deux groupes de souris : controle APP/PS1, 32 mesures de plaque
AP ; sShRNA APP/PS1 + SQSTML, 54 mesures de plaque A provenant de N
= 4 souris dans chaque groupe. f, Quantification du nombre de plaque Ap
dans deux groupes de souris : contréle APP/PS1 ; APP/PS1 + shRNA
SQSTM1, 8 ROI de N =4 souris dans chaque groupe. g & h, Indice de
discrimination issu d'analyses comportementales de NOR (g ) et NOPR (h
) dans quatre groupes de souris : contrdle WT, N = 8 souris ; ShARN WT +
SQSTML1, N = 4 souris ; Controle APP/PS1, N = 7 souris ; APP/PS1 +
shARN SQSTMLI, N =4 souris. i , Double immunocoloration pour le (p)-
Tau phosphorylé (AT8 : Ser202/Thr205) et le GFAP dans I'hippocampe de
souris APP/PS1 shRNA LC3B ou shRNA SQSTML. Barres d'échelle
(blanches) : 20 um. j , Quantification de I'intensité de p-Tau
(Ser202/Thr205) dans les neurones de DG dans trois groupes de souris :
un total de 20 mesures de ROI a partir de N = 3 souris dans chaque groupe.
k , analyse de corrélation entre les intensités GFAP et p-Tau
(Ser202/Thr205) (dérivée du panel j). Les données sont présentées sous
forme de moyenne + SEM. Significativement différenta *, p < 0,05 ; **, p <
0,01

La surexpression spécifique des astrocytes de LC3B réduit les plaques
AP et restaure la fonction cognitive chez les souris APP/PS1

Afin de déterminer davantage si le gain de la fonction LC3B dans les
astrocytes peut améliorer la pathologie associée a I'Ap dans un modele
animal de MA, nous avons transduit I'AAV avec le vecteur de
surexpression LC3B piloté par le promoteur GFAP (AAV-pGFAP-
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Comme prévu, la surexpression de LC3B spécifique aux astrocytes a
diminué de maniere significative le nombre de plaques Ap dans
I'hippocampe de APP/PS1 par rapport aux souris APP/PS1 témoins
(Fig. 8 d). Notamment, la surexpression de LC3B spécifique aux
astrocytes a réduit l'intensité des astrocytes hypertrophiques GFAP-
positifs dans I'hippocampe par rapport aux souris témoins APP/PS1
(Fig. 8c). De plus, la surexpression de LC3B spécifique aux astrocytes
a permis de récupérer le nombre de neurones NeuN-positifs dans
I'hippocampe de souris APP/PSL1 (Fig. 8 f). De plus, nous avons
effectué des tests NOR et NOPR pour examiner I'effet de la
surexpression spécifique des astrocytes de LC3B sur les phénotypes
comportementaux des souris APP/PS1 (Fig. 8 a, gi). La surexpression
de LC3B spécifique aux astrocytes a amélioré la fonction de mémoire
cognitive et spatiale chez les souris APP/PS1 par rapport aux souris
APP/PS1 témoins (Fig. 8 g-i).

Figure 8
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La surexpression de MAP1LC3B/LC3B améliore la neuropathologie et la
fonction cognitive chez les souris APP/PSL. a, Schéma expérimental de
surexpression de LC3B dans I'hippocampe de trois groupes de souris :
Groupe 1, WT + AAV-GFAP-mCherry ; Groupe 2, APP/PS1 + AAV-GFAP-
mCherry ; Groupe 3, APP/PS1 + AAV-GFAP-LC3B-mCherry. b, Image
d'immunofluorescence représentative des astrocytes GFAP-positifs (vert) et
de la plague A (rouge) dans le cerveau de trois groupes de souris. Barres
d'échelle : 50 um (ler au 3eme brut d'images) et 20 um (4éme brut
d'images). ¢ & d , Quantification de I'immunoréactivité GFAP (c) et
nombre de plaques Ap ( d ). Nombre de cellules : panneau c, 150 comptes
de cellules de chaque groupe de N = 3 souris ; panneau d, 6 ROI (0,25 mm
2 de chaque groupe de N = 3 souris. e , la surexpression spécifique des
astrocytes de LC3B rétablit I'immunoréactivité de NeuN dans I'hippocampe
des souris APP/PSL. f, la surexpression spécifique des astrocytes de LC3B
restaure le nombre de neurones NeuN-positifs chez les souris APP/PS1. Un
total de 10 cellules ROl provenant de N = 3 souris dans chaque groupe. g,
Cartes thermiques représentatives des tests comportementaux NOR et
NOPR chez trois groupes de souris. h & i, la surexpression de LC3B sauve
la fonction cognitive (représentée par NOR) ( h) et la fonction de mémoire
spatiale (représentée par NOPR) (i ) chez les souris APP/PS1. Cas : WT +
AAV-GFAP-mCherry, N = 5 souris ; APP/PS1 + AAV-GFAP-mCherry, N = 8
souris ; APP/PS1 + AAV-GFAP-LC3B, N = 5 souris. Les données sont
présentées sous forme de moyenne = SEM. Significativement différent a *,
p<0,05;**p<0,01

Figure 9
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I'oligomere AB. L'oligomere AP induit de maniére transitoire I'expression
du géne MAP1LC3B/LC3B et active également une transcription prolongée
du gene SQSTML1 dans les astrocytes. Ces composants facilitent la
dégradation de I'A§ via la voie de I'autophagie astrocytaire induite.
L'inhibition pharmacologique de la fonction de I'autophagie exacerbe le
dysfonctionnement mitochondrial et le stress oxydatif et conduit a la mort
des cellules astrocytaires. Lorsque la plasticité de I'autophagie astrocytaire
est altérée par la perte de la fonction LC3B et SQSTML, les agrégations Ap
et les astrocytes GFAP-positifs augmentent chez les souris AD, entrainant
par conséquent une accélération des dommages neuronaux et un
dysfonctionnement de la mémaoire.

Afin d’examiner si LC3B OE joue un réle bénéfique via une réduction
des ROS/peroxyde dans les astrocytes, nous avons réalisé de
nouvelles expériences in vitro. Les astrocytes humains ont été
transfectés de maniére transitoire avec des plasmides LC3B pendant
24 h, puis les cellules ont été exposées a AB (1 uM) pendant 24 h. Les
ROS ont été mesurées par MitoSOX, un marqueur ROS
mitochondrial, et la mort cellulaire a été détectée par
I'immunoréactivité active de la caspase-3. En conséquence, nous
avons constaté que LC3B OE réduit les ROS mitochondriales induites
par I'Ap et les niveaux de caspase-3 active dans les astrocytes (Fig. 13
d et e supplémentaires). Ces résultats indiquent que la voie de
I'autophagie astrocytaire dépendante de LC3B joue un rdle bénéfique
dans la réduction de la pathologie AP et I'amélioration des symptémes
comportementaux chez les souris MA.

Discussion

Les astrocytes présentent une plasticité de I'autophagie en modulant
I'expression des génes liés a I'autophagie en réponse a AB

Nous avons découvert que les astrocytes possedent une plasticité
autophagique inductible en réponse a I'AB, et que ce mécanisme de
régulation joue un role essentiel dans I'élimination des plaques ApB. La
forme monomere et la forme oligomére de Ap augmentent
I'expression des composants de l'autophagie, LC3B et SQSTM1, de
maniere transitoire. Le niveau d'expression basal de la machinerie de
l'autophagie est maintenu a un niveau inférieur dans les astrocytes
I'expression de la machinerie de I'autophagie dans les astrocytes est
induite de maniére dépendante d’un stimulus (une plasticité de
I'induction génique) afin de maintenir efficacement les processus
métaboliques et de faire face de maniére appropriée aux stress
toxiques dans la MA. Dans ce contexte, nous introduisons la plasticité
de l'autophagie des astrocytes en réponse aux stress de la MA tels que
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gu’il n'ait pas encore été clairement identifié si les astrocytes
hébergent des expression génique de novo , notre étude actuelle
suggere que les astrocytes peuvent exprimer des genes liés a
I'autophagie en réponse a AP de maniére temporelle et séquentielle.
Dans ce contexte, nous proposons que l'induction dépendante de I'AB
de génes associés a l'autophagie puisse faciliter la fonction de
I'autophagie pour faire face a la charge de I'AB, et cet événement peut
étre considéré comme une plasticité de I'autophagie astrocytaire.
Dans la présente étude, nous avons Vvérifié que I'accélération de
I'activité de I'autophagie est systématiquement mise en évidence dans
divers modeles expérimentaux d’astrocytes en culture, de tissus
cérébraux de modeles de MA et de patients humains atteints de MA.
De plus, en utilisant divers outils moléculaires tels que RFP-GFP-
LC3B (un rapporteur pour la surveillance du flux d'autophagie), nous
avons confirmé que les astrocytes facilitent le flux autophagique via
I'initiation et I'allongement dépendants de LC3B et SQSTM1 des
vésicules autophagiques en réponse a I'oligomere AB. D'autre part,
nous avons confirmé que l'autophagie induite par Ap provoque des
altérations durables des fonctions des astrocytes, telles que
I'activation du cycle de I'urée pour maintenir I'homéostasie
mitochondriale et empécher I'entrée dans des états
neuropathologiques sévéeres sous le stress de la MA. 18 ]. Dans la
présente étude, nous démontrons que l'inhibition de la voie de
I'autophagie dépendante de LC3B et de SQSTMLI réduit la production
de métabolites associés au cycle de I'urée, tels que I'arginine,
I'aspartate, I'ornithine et la putrescine. Lorsque nous dérégulons la
fonction de I'autophagie spécifique des astrocytes sous des stress de
MA, I'noméostasie des propriétés métaboliques telles que le potentiel
de membrane mitochondriale, le statut redox et la viabilité cellulaire
est perturbée. De plus, les caractéristiques pathologiques de la MA,
notamment la formation de plaques AP, I'astrogliose réactive et les
lésions neuronales, sont aggravées [ 46 ]. Ces résultats indiquent que
la plasticité de I'autophagie astrocytaire est un événement nécessaire
d'une caractéristique métabolique distincte de la MA et joue un réle
bénéfique pour faire face aux stress liés a la MA [ 4./ ]. Nos données in
vitro prouvent, en partie, que LC3B OE peut jouer un role bénéfique
pour la survie cellulaire en réduisant le stress oxydatif dans les
astrocytes en réponse a I'AB. Cependant, un mécanisme précis sur la
maniére dont I'autophagie médiée par LC3B réduit les ROS et la
toxicité cellulaire reste a étudier dans de futures études.

Les astrocytes GFAP-positifs jouent un réle dichotomique dans la
neuropathogenese

Parallelement aux rapports précédents, notre étude actuelle a délimité
les doubles aspects des astrocytes réactifs, qui sont déclenchés par des

35 sur 50 31/10/2024, 10:52


https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13024-024-00740-w#ref-CR18
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13024-024-00740-w#ref-CR18
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13024-024-00740-w#ref-CR46
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13024-024-00740-w#ref-CR46
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13024-024-00740-w#ref-CR47
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13024-024-00740-w#ref-CR47
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf
https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s13024-024-00740-w.pdf

La plasticité de l'autophagie astrocytaire module la clairance AR ...  https://molecularneurodegeneration.biomedcentral.com/articles...

Télécharger le PDF &

I'autophagie et le cycle de I'urée, conduisant a I'entrée de la voie de
dégradation de la putrescine [ 18 ]. Ces caractéristiques de résilience
des astrocytes sont systématiquement observées dans notre modele
murin d'astrocytes réactifs, GiD, récemment rapporté, dans lequel les
astrocytes montrent a la fois une résilience via le mécanisme
d'autophagie dans le systeme de mort cellulaire médiée par les toxines
et une transformation en états réactifs, au lieu de la mort cellulaire . ].
Comme le montrent nos résultats actuels, lorsque I'autophagie
astrocytaire est épuisée chez les souris APP/PSL, les pathologies de la
MA telles que les plaques AP, les astrocytes GFAP-positifs et la
neurodégénérescence sont considérablement augmentées. La fonction
protectrice des astrocytes a également été confirmée dans un rapport
précédent montrant que la déplétion des astrocytes exacerbe de
maniere aigué la pathologie des maladies cérébrales. 48 ]. D'autre
part, les astrocytes réactifs synthétisent et libérent de maniere
excessive des molécules nocives de GABA/ammoniac/H 2 O 5 pour
provoquer des symptdmes de type MA, comme le montrent des études
précédentes [ 6, 7., 12 ]. Nous proposons que les astrocytes agissent
comme une arme a double tranchant dans la MA et que ces aspects
dichotomiques des astrocytes réactifs coexistent dans le cerveau. Dans
ce contexte, nous avons verifié que I'inhibition de la voie de
I'autophagie dépendante de LC3B et SQSTM1 réduit le potentiel de
membrane mitochondriale et exacerbe le stress oxydatif dans les
astrocytes traités par I'oligomére AB. En conséquence, le
dysfonctionnement de I'autophagie entraine la mort des astrocytes.
Ces résultats impliquent que I'induction de génes associés a
I'autophagie et une augmentation du flux d'autophagie par Ap sont
indispensables a la survie des astrocytes sous stress protéotoxique de
la MA.

Conclusions

Ensemble, nos études identifient les mécanismes moléculaires sous-
jacents a la plasticité de I'autophagie astrocytaire et fournissent des
informations essentielles pour améliorer les effets bénéfiques des
astrocytes réactifs tout en minimisant les effets néfastes des astrocytes
réactifs afin d'améliorer la pathologie de la MA. Conformément a ce
nouveau concept, la modulation pharmacologique et génétique de la
voie de l'autophagie astrocytaire peut étre envisagée pour stimuler la
machinerie de détoxification des astrocytes soumis au stress de la MA
et pourrait constituer une stratégie thérapeutique pour améliorer la
pathologie de la MA.

Disponibilité des données
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supplémentaires.

Abréviations

LC3B:
MAP1LC3B/LC3B

SQSTML1 :
Séquestosomel

MAO-B :
Monoamine oxydase-B

DEVANT:
Acide gamma-aminobutyrique

3-ET:
3-méthyladénine

QC:

Chloroquine

AAYV :
Virus adéno-associé

BECNL1 :
Beclinl

GFAP :
Protéine acide fibrillaire gliale

S100B :
Protéine B liant le calcium

CARTE2 :
Protéine 2 associée aux microtubules

Neuf:
Antigéne nucléaire neuronal

NPCAD :
AD-MCI diagnostiqué neuropathologiquement et cliniquement

TRISTE:
MA sévéere
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BAIGNOIRES3 :
TUBB3/tubuline

ApB :

Béta amyloide

Oligomere Af :
Forme oligomere de AP

Monomere AB :
Forme monomere de AP

ANNONCE:
La maladie d'Alzheimer

Séquence d'ARN :
Séquencage de I'ARN

IL A:
Microscope électronique a transmission

NI:
Nouveau test de reconnaissance d'objets

NOPR :
Nouveau test de reconnaissance de lieu d'objet

SI:
Sclérose latérale amyotrophique

HD :
La maladie de Huntington

PD:
La maladie de Parkinson

APPLICATION/PS1 :
APPswe/PSEN1dE9

PFA :
Paraformaldéhyde

gPCR :
PCR quantitative en temps réel

DCF-DA :
Sonde non fluorescente perméable aux cellules
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4’ .6-diamidino-2-phénylindole

DG :
Gyrus denté

PA :

Antérieur-postérieur

ML :
Médial latéral

DVD:
Dorsale ventrale

SD:
Ecart type

PITC:
Phénylisothiocyanate

LEQUEL.:
Erreur type de la moyenne

DMSO:
Diméthylsulfoxyde

PRH :
Peroxydase de raifort

MTS :
Sel interne de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-
méthoxyphényl)-2-(4-sulfophényl)-2 H-tétazolium

HBSS :
Solution saline équilibrée de Hanks

MRM :
Surveillance de réactions multiples

ANOVA :
Une analyse de variance unidirectionnelle

GFAP :
Protéine acide fibrillaire gliale

Neuf:
Antigéne nucléaire neuronal
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LPS:
Lipopolysaccharide

TNF :
Facteur de nécrose tumorale

NPCAD :
MA diagnostiquée neuropathologiquement et cliniquement

iDTR :
Récepteur inductible de la toxine diphtérique simienne

E64D :
Pepoxysuccinyl peptide et inhibiteur de la cystéine protéase

E/P:
E64D/Pepstatine A

QC:

Chloroquine

LC/MS:
Chromatographie liquide/spectrométrie de masse
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