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Résumé

L’affaiblissement musculaire est un processus inévitable du vieillissement qui peut sévérement
affecter la mobilité des personnes agées, en plus d’accroitre le risque de chute avec blessure. Un
candidat important pouvant sous-tendre ce déclin moteur est la dégénérescence de la jonction
neuromusculaire (JNM), la connexion synaptique entre le motoneurone et le muscle. Parmi les
événements survenant a la JNM sénescente, la dénervation fréquente de la terminaison axonale
du motoneurone couplée a des mécanismes compensatoires altérés compromettent la fonction
et I'intégrité de la JNM. En plus des altérations synaptiques, des changements ont aussi été
observés dans les propriétés des cellules de Schwann périsynaptiques (CSPs), les cellules gliales
de cette synapse. Ces changements gliaux peuvent étre d’une grande importance puisque les
CSPs sont reconnues pour jouer un role crucial a la JNM adulte en régulant la fonction, le
maintien et la plasticité synaptique. Des lors, nous avons émis 1’hypothése que les altérations
fonctionnelles observées a la JNM sénescente sont en partie causées par des altérations dans la
régulation gliale. Dans cette veine, nous avons d’abord caractérisé, a 1’aide d’enregistrements
¢lectrophysiologiques, les propriétés fonctionnelles des INMs du muscle levator auris longus
provenant de souris CD1 adultes (3 mois), agées (24 mois) et trés agées (30 mois). Nous avons
observé une préservation avec 1’age des propriétés de la transmission synaptique, toutefois
accompagnée de profondes altérations dans la plasticité synaptique suivant des trains de
stimulation a haute fréquence de 1’axone moteur. Particuliérement, nous avons montré que la
plasticité synaptique a long-terme est de polarité inversée autant pour les animaux agés que trés
ageés, passant d’une potentialisation a une dépression synaptique avec 1’age. Pour investiguer
I’implication des CSPs dans cette altération synaptique, nous avons adapté une stratégie
impliquant la méthode d’électroporation de cellule unique afin de manipuler sélectivement
Iactivité  calcique gliale tout en réalisant simultanément des enregistrements
électrophysiologiques pour les souris 3 mois et 24 mois. Cette stratégie a permis de révéler que
les altérations de la plasticité a long-terme semblent étre médiées de maniere calcium-
dépendante par les CSPs. En utilisant une approche pharmacologique spécifique, nous avons
montré que ces phénomenes de plasticité synaptique a long-terme sont aussi dépendants de

I’activation des récepteurs a 1’adénosine, qui sont des effecteurs présynaptiques de la plasticité



gliale dépendante. Mis ensemble, ces résultats suggerent qu’une dysrégulation par les CSPs
semble médier de maniere purine-dépendante I’affaiblissement de la JNM sénescente. Ainsi,
notre étude souléve une possible implication des CSPs dans la dégénération de la JNM
sénescente et met en lumicre ces cellules gliales comme une cible thérapeutique potentielle pour

prévenir 1’affaiblissement musculaire qui touche les personnes agées.

Mots-clés : Vieillissement, Jonction neuromusculaire, Interactions Neurone-glie, Cellules de

Schwann périsynaptiques, Plasticité synaptique.
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Abstract

Age-related muscle weakness is simply unavoidable, and it can severely compromise physical
autonomy for elderlies in addition to increase the risk of fall-related injuries. One element
underlying this motor decline is the degeneration of the neuromuscular junction (NMJ), the
synaptic connection between motor neuron and muscle. Amongst other age-related events,
frequent denervation of the motor axon terminal coupled with impaired compensatory
mechanisms compromise NMJ function and integrity. Beside the synaptic alterations, properties
changes have also been observed for Perisynaptic Schwann cells (PSCs), glial cells at this
synapse. These glial changes could play key role in the degenerative events happening at the
senescent NMJ, since PSCs are well known to be crucial at the mature NMJ by regulating
synaptic function, maintenance and plasticity. Therefore, we hypothesized that impaired NMJ
function may arise in part from age-related glial dysfunction. Using electrophysiological
recordings, we characterized NMJs functionals properties of levator auris longus muscle from
adult (3 months) CD1 mice, old (24 months) and very old (30 months). We observed preserved
synaptic transmission properties with aging, along with profound synaptic plasticity alterations
following high-frequency nerve stimulation. Particularly, we showed long-term synaptic
plasticity is reversed in terms of polarity for both old and very old animals, going from synaptic
potentiation to depression with age. To investigate PSCs contribution to this synaptic alteration,
we adapted a strategy implicating single-cell electroporation to manipulate selectively glial
calcium activity while simultaneously realizing electrophysiological recordings for 3 months
and 24 months mice. This strategy revealed long-term synaptic plasticity alterations seem to be
mediated in a Ca?*-dependent manner by PSCs. Using a specific pharmacological approach, we
then showed long-term synaptic plasticity events are also dependents upon adenosine receptors
activation, which are presynaptic effectors of glial-dependent plasticity. Altogether, these results
suggest PSCs dysregulation seems to mediate in a purine-dependent manner age-related NMJ
weakness. Thus, our study raises the possible implication of PSCs in NMJ’s age-related
degeneration and it brings to light glial cells as a potential therapeutic target to prevent muscle

weakness for elderlies.
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Chapitre 1 : Introduction générale

Préambule

Vieillir c’est avant tout vivre. Cependant, plusieurs changements physiologiques vont
survenir lors du vieillissement et parfois mener a des répercussions marquantes sur I’autonomie
des personnes agées. En particulier, I’affaiblissement musculaire associé¢ au vieillissement
affecte méme les athlétes d’élite et son étiologie est complexe. A cet effet, un nombre important
d’évidences ont rapporté I’implication d’altérations de I’élément musculaire, toutefois de
récentes évidences suggerent la dégénération de la jonction neuromusculaire (JNM) comme un
autre élément contributif important qui pourrait méme précéder les altérations musculaires.
Ainsi, le présent mémoire tentera d’éclaircir les altérations fonctionnelles de la JNM sénescente
et particulicrement I’implication trés peu documentée des cellules gliales associées a cette
synapse. Nous introduirons d’abord le vieillissement normal du systéme nerveux et musculaire,
avant d’aborder en détail chacune des composantes de la JNM. Cette caractérisation intégrative
de la JNM permettra par la suite de mieux comprendre les altérations de la JNM sénescente et

la thématique de notre présente étude.



1.1 Vieillissement normal

Le vieillissement normal touche les organismes vivants. C’est un processus dépendant
du temps, multifactoriel et caractérisé par un déclin graduel de I’intégrité physiologique (Lopez-
Otin et al., 2013). Parmi les atteintes fonctionnelles observées au cours du vieillissement, le
déclin cognitif et 1’affaiblissement musculaire sont deux phénotypes marquants chez 1’humain;
ils vont séverement affecter I’autonomie et la qualité de vie des personnes agées. Il est reconnu
que ces phénotypes du vieillissement sont les conséquences d’altérations du systéme nerveux et
du systéme musculaire. Toutefois, leur étiologie et les mécanismes cellulaires sous-tendant ces
déficits font encore le sujet d’investigations importantes. Nous verrons qu’un élément clef dans
I’apparition de ces phénotypes est 1’altération de la synapse, 1’unité structurelle et fonctionnelle
de la communication neuronale, mais aussi de la communication entre le neurone et le muscle
(synapse appelée jonction neuromusculaire et décrite en détail a la section 1.2). Dans cette
présente section, nous survolerons les différentes altérations du systéme nerveux, mais nous
nous concentrerons spécifiquement sur le systtme neuromusculaire et 1’affaiblissement

musculaire.

1.1.1 Vieillissement du systéme nerveux central

Avec le vieillissement, on observe entre autres un ralentissement du traitement de
I’information, une difficulté d’apprentissage et de mémorisation, ainsi que des atteintes aux
capacités visuelles et auditives (Gutchess, 2014). Parallelement a ces déficits fonctionnels, des
changements structuraux majeurs sont aussi observeés, telles qu’une atrophie graduelle du
cerveau et une augmentation du volume ventriculaire (Jernigan et al., 2001; Scahill et al., 2003).
Ces altérations du systéme nerveux central vont survenir a différents degrés avec 1’age et ils
vont affecter de maniére trés variable chaque individu. Outre I’implication des atteintes
microvasculaires qui ont été extensivement documentées dans un contexte de vieillissement
normal et pathologique (Brown and Thore, 2011), les altérations fonctionnelles et
macroscopiques du systeéme nerveux central (SNC) sont essentiellement tributaires d’altérations

des cellules neuronales et des cellules gliales.



1.1.1.1 Vieillissement neuronal

Les cellules neuronales sont considérées comme 1’unité fonctionnelle du systéme nerveux.
Ainsi, la perte de cellules neuronales ou des altérations des neurones pourraient avoir un impact
sur les fonctions cérébrales. En fait, une accumulation d’évidences suggére que la perte de
neurones est minimale avec 1’age et ce phénomene serait principalement observé au niveau de
régions plus vulnérables du systéme nerveux tel que le cortex préfrontal, ou encore les pertes
neuronales associées a des maladies neurodégénératives (Morrison and Hof, 1997; Peters, 2006;
Maxwell et al., 2018). D’autres facteurs que la perte neuronale semblent donc impliqués dans
les changements fonctionnels du systéme nerveux observés avec 1’age et parmi les candidats

intéressants on retrouve les altérations neuronales.

Effectivement, on observe une régression de 1’arbre dendritique (diminution de la longueur
et du nombre d’épines dendritiques) pour certains neurones pyramidaux (Dickstein et al., 2013),
une excitabilité altérée (Oh et al., 2010), une dégradation de la gaine myélinisante des axones
ainsi qu’une diminution de la longueur et du diamétre totale des fibres myélinisantes (Marner et
al., 2003; Hinman and Abraham, 2007). Ces altérations vont affecter la fonction neuronale,
toutefois, nous nous sommes spécialement intéressés aux altérations cellulaires qui touchent la
synapse puisqu’elles vont jouer un role trés important dans les altérations cognitives et motrices

(Azpurua and Eaton, 2015).

1.1.1.1.1 Changements synaptiques

Les fonctions neuronales dépendent largement de 1’intégrité des synapses afin d’assurer
une communication fiable au sein des circuits neuronaux. Cependant, on observe généralement
avec le vieillissement une diminution du nombre de contacts synaptiques, par exemple au niveau
du gyrus dentelé, et les synapses restantes présentent des propriétés altérées (Burke and Barnes,
2010; Petralia et al., 2014). Parmi ces propriétés synaptiques altérées lors du vieillissement, la
potentialisation a long-terme, une forme de plasticité synaptique persistante associée au
renforcement de la synapse (discutée dans la section 1.2.5.1.1), est plus difficile a induire et a
maintenir dans le temps (Barnes, 2003). Alors que la dépression a long-terme, la forme de
plasticité synaptique associée a I’affaiblissement synaptique (discutée dans la section 1.2.5.1.2),

est plus facile a induire et se produit parfois a la place de la potentialisation. Il est important de



mentionner que ces formes de plasticité synaptique sont le substrat physiologique de la mémoire
et les altérations synaptiques observées chez les animaux agés sont treés fortement corrélées avec
les déficits mnésiques (Morrison and Baxter, 2012). Ainsi, les altérations synaptiques semblent
étre un candidat intéressant pouvant sous-tendre certaines altérations fonctionnelles du systéme

nerveux.

Les mécanismes sous-tendant les altérations cellulaires et synaptiques lors du
vieillissement sont nombreux et encore débattus (Lopez-Otin et al., 2013). Une cause proposée
est un changement de I’expression des geénes neuronaux avec 1’age. Par exemple, une étude a
démontré que les génes neuronaux associés a la fonction synaptique sont les plus touchés lors
du vieillissement, dont plusieurs significativement régulés a la baisse et ce, sans étre associé a
une perte neuronale (Loerch et al., 2008). Cette méme étude a aussi montré que les changements
neuronaux sont accompagnés de changements géniques importants de cellules non neuronales.
Ce sont les cellules gliales, qui représentent plus de la moitié du volume du cerveau humain
(Barres, 2008) et dont des altérations de 1’expression génique ont aussi été observées fortement
altérées au niveau cérébral (Soreq et al., 2017). Des changements gliaux pourraient contribuer
a l’altération neuronale, puisque les cellules gliales jouent un role primordial dans Ia

maintenance de 1’intégrité neuronale et synaptique (Barres, 2008).

1.1.1.2 Vieillissement des cellules gliales

Les cellules gliales présentent des propriétés trés hétérogénes pour assurer différentes
fonctions cruciales au sein du systéme nerveux. On peut les séparer en deux grandes catégories :
les cellules microgliales et les cellules macrogliales.

Les cellules microgliales assurent essentiellement une fonction de surveillance
immunitaire au niveau du SNC, ainsi que de réparation et de phagocytose en cas de 1ésion. Les
cellules macrogliales comprennent d’une part les cellules myélinisantes (oligodendrocytes au
SNC et cellules de Schwann en périphérie) qui vont former la gaine de myéline enroulant
I’axone des neurones, afin de faciliter la conduction nerveuse. Puis les cellules macrogliales
non-myélinisantes comprennent, entre autres, les astrocytes au SNC et les cellules de Schwann
périsynaptiques en périphérie qui sont toutes les deux des cellules associées a la synapse et

impliquées dans plusieurs fonctions, dont le développement, le maintien et la fonction



synaptique (Auld and Robitaille, 2003). Les astrocytes vont aussi réguler ’homéostasie des ions
extracellulaires, ils vont former des contacts spécialisés sur les vaisseaux sanguins pour réguler
le flux sanguin cérébral tout en assurant le maintien de Dintégrit¢ de la barricre
hématoencéphalique, en plus de participer activement au métabolisme neuronal et a la réponse
inflammatoire en cas de dommage cérébral (Chen and Swanson, 2003; Barres, 2008).
Plusieurs altérations gliales ont été observées avec I’age telles qu’une activation pro-
inflammatoire anormale des astrocytes et une fonction de surveillance altérée des cellules
microgliales (Damani et al., 2011; Liddelow et al., 2017; Clarke et al., 2018). De plus, les
déficits des fonctions neuroprotectrices des cellules gliales coincident avec les déficits
neuronaux lors du vieillissement (Chinta et al., 2013). Cela méne a se poser la question : les
altérations de la fonction gliale peuvent-elles contribuer aux altérations neuronales, aux
altérations synaptiques et conséquemment aux altérations fonctionnelles observées avec 1’age?

L’objectif du présent mémoire sera d’éclaircir cette question.

1.1.2 Vieillissement neuromusculaire

L’affaiblissement du systéme neuromusculaire avec 1’age est un processus inévitable qui
touche méme les athletes d’élite (Faulkner et al., 2008). Elle s’exprime par des déficits des
capacités motrices telles qu’une difficulté a coordonner des mouvements, des mouvements plus
lents, ainsi qu’une difficulté a maintenir une démarche adéquate et 1’équilibre (Seidler et al.,
2010). De plus, on perd graduellement en masse et en force musculaire surtout a partir de la
cinquantaine. A partir de la septantaine, prés de 1% de masse musculaire squelettique et prés de
3% de la force musculaire sont perdues par année (Goodpaster et al., 2006). Cette perte de
controle moteur et de force musculaire affecte s€verement la mobilité des personnes agées, en
plus d’augmenter considérablement le risque de chute avec blessure des ainées et le risque de
mortalité (Newman et al., 2006; Landi et al., 2012). Par conséquent, il est primordial de mieux
comprendre les mécanismes qui sous-tendent 1’affaiblissement musculaire afin d’identifier des
cibles thérapeutiques potentielles qui permettront d’intervenir et d’améliorer la qualité de vie
des personnes agées. C’est pourquoi les prochaines sections porteront sur les altérations

associées a 1’age et pouvant expliquer 1’affaiblissement musculaire.



1.1.2.1 La sarcopénie et les changements au niveau du muscle squelettique

Les muscles squelettiques sont composés de milliers de fibres musculaires (Heckman
and Enoka, 2012). Toutefois, ce nombre ainsi que la taille des fibres musculaires diminuent
considérablement avec 1’age. Ces changements contribuent a la perte de masse musculaire
associée au vieillissement et qui, lorsqu’elle est accompagnée d’une perte de fonction
musculaire, est définie comme la sarcopénie (Nair, 2005). Cette perte de masse musculaire est-
elle entiérement responsable de 1’affaiblissement musculaire?

En fait, la perte de masse musculaire avec I’age ne permet pas d’expliquer intégralement
la perte de force musculaire (Goodpaster et al., 2006). En plus, un déclin de la force musculaire
est observé avant une perte significative de masse musculaire et la force musculaire continue a
décliner avec 1’age méme lorsque la masse musculaire est maintenue stable par I’exercice
(Hughes et al., 2001; Hepple and Rice, 2016). Ensemble, ces évidences suggerent I’implication
d’autres composantes dans ’affaiblissement musculaire. Par exemple, des altérations des fibres
musculaires pouvant affecter la fonction contractile ont été identifiées, telles qu’une diminution
de la synthése des protéines musculaires et des altérations considérables des mitochondries
(Nair, 2005). Néanmoins, une autre composante importante dans I’affaiblissement musculaire
implique plutdt I’innervation musculaire (Gonzalez-Freire et al., 2014; Rudolf et al., 2014;

Hepple and Rice, 2016).

1.1.2.2 Altération de I’unité motrice

Chacune des fibres musculaires est normalement innervée par la terminaison axonale
d’un seul motoneurone et ce méme motoneurone peut innerver plusieurs fibres musculaires
(Heckman and Enoka, 2012). Ainsi, le motoneurone et les fibres musculaires qu’il innerve est
appelé I’'unité motrice (UM), de Liddell et Sherrington (1925). C’est I’unité de base du contrdle
nerveux des muscles squelettiques. Lorsqu’un motoneurone génére un potentiel d’action, il
active toutes les fibres musculaires qu’il innerve pour générer une force musculaire qui
correspond a la force de I’UM. Ainsi lors d’une activité physique, la force musculaire générée
par un muscle va dépendre du nombre d’UMs recrutées et de leur fréquence de décharge
(Kandel, 2013). Ce recrutement des UMs va suivre un ordre particulier qui dépend

essentiellement de la taille du corps cellulaire du motoneurone, ou les petits motoneurones sont



recrutés en premier (Henneman, 1957). Cet ordre de recrutement prend tout son sens lorsqu’on
considere I’hétérogénéité de propriétés physiologiques des UMs, qui peuvent €tre séparées en 3
groupes : les unités a contraction rapide et sensibles a la fatigue (RF); les unités a contraction
rapide et résistantes a la fatigue (RR); les unités a contraction lente et résistante a la fatigue (LR)
(Burke et al., 1973). Ainsi, les motoneurones de petite taille constituent les UMs lentes pour
générer une faible force soutenue et inversement les UMs rapides sont recrutées plus
tardivement pour générer une force plus importante, mais de courte durée. De plus, les propriétés
contractiles de 1’unité motrice sont associées aux propriétés des fibres musculaires, qu’on peut
classifier par histochimie selon le type de chaines lourdes de myosine exprimées (I, Ila, IIb et
IIx) (Heckman and Enoka, 2012). Les unités motrices RF sont associées aux fibres musculaires
de type IIb et IIx, les unités RR vont étre associées aux fibres de type Ila, alors que les unités

motrices de type LR sont associées aux fibres lentes de type 1.

Les UMs vont considérablement se remodeler lors du vieillissement. Notamment, le
nombre d’UMs diminue avec I’age et de maniere trés abrupte apres la septantaine chez ’humain
(Campbell et al., 1973; McNeil et al., 2005). Les fibres musculaires de type Il (des UMs de type
rapides) vont étre les plus affectées (Einsiedel and Luff, 1992; Kung et al., 2014), alors les UMs
restantes (souvent de type lentes) vont s’€largir, ¢’est-a-dire que les motoneurones vont innerver
encore plus de fibres musculaires et parfois des fibres de propriétés contractiles différentes
(Deschenes, 2011). Au point de vue fonctionnel, ce remodelage des UMs est associé a une perte
de stabilité motrice et de contréle moteur. De plus, ce remodelage des UMs et surtout 1’atteinte
des UMs a contraction rapide, est directement 1ié a la perte de force musculaire observée chez
les personnes agées (Deschenes, 2011; Hepple and Rice, 2016). Ces changements de I’UM sont
fortement attribués a I’instabilité de la jonction neuromusculaire (JNM) (Gonzalez-Freire et al.,

2014; Hepple and Rice, 2016).

1.1.2.3 Hypothése de la dégénération de la jonction neuromusculaire

La JNM est le contact synaptique entre le motoneurone spinal et la fibre musculaire.
Ainsi, une atteinte importante de cet élément de communication neurone-muscle affecterait
directement les capacités motrices. Or, plusieurs études ont observé un remodelage structurel

important de la JNM et une maintenance du contact synaptique altérée lors du vieillissement, en



particulier plusieurs fibres musculaires n’étaient plus toutes innervées (Banker et al., 1983;
Deschenes et al., 2010; Valdez et al., 2010; Chai et al., 2011). En plus, les mécanismes de
réparation permettant de reformer le contact synaptique pour les fibres musculaires dénervées
sont altérés avec 1’age (Deschenes, 2011; Kawabuchi et al., 2011; Kang and Lichtman, 2013).
Ces changements synaptiques peuvent sous-tendre les altérations de I’UM. En effet, la
dénervation fonctionnelle des fibres musculaires peut mener, de maniere causale, a I’atrophie et
la perte de fibre musculaire (Deschenes et al., 2010; Hepple and Rice, 2016), mais aussi a
I’atteinte de I’intégrité du motoneurone. De plus, des changements de la JNM sont observés
avant 1’atrophie musculaire (Deschenes et al., 2010) et en absence de perte et d’atrophie des

motoneurones spinaux (Chai et al., 2011).

Considérant que les altérations de la JNM précedent et peuvent sous-tendre les
altérations de I’'UM et des capacités motrices, I’hypothése d’une dégénération de la JNM a été
proposée pour expliquer I’affaiblissement musculaire (Gonzalez-Freire et al., 2014; Rudolf et
al., 2014). Ainsi, I’étude des altérations de la JNM semble cruciale pour comprendre les
mécanismes sous-tendant 1’affaiblissement musculaire et la sarcopénie. Pour le reste du
chapitre, nous allons d’abord présenter intégralement la JNM (section 1.2) puis les changements

qui surviennent a la JNM sénescente (section 3).



1.2 La jonction neuromusculaire

La JNM est une composante cruciale pour le contrdle moteur et 1I’exécution de mouvements
volontaires puisqu’elle est la derniére connexion provenant du systéme nerveux permettant
d’initier la contraction des muscles squelettiques. Située au niveau du systéme nerveux
périphérique, la JNM est une synapse chimique reliant le motoneurone spinal et le muscle. Elle
est composée de trois €éléments essentiels : soit la terminaison axonale d’un motoneurone
séparée par la fente synaptique d’une région spécialisée de la fibre musculaire nommée plaque
motrice et des cellules gliales non-myélinisantes recouvrant la terminaison axonale nommées

cellules de Schwann périsynaptiques (CSPs).

Motoneurone Axone moteur myélinisé

Fibre musculaire

- Jonction neuromusculaire

Muscle
squelettique

Cellule de Schwann myélinisante

Axone moteur

(3) Cellule de Schwann périsynaptique — |~ —

(1) Terminaison axonale - -

(2) Plaque motrice -

Figure 1.1. Le motoneurone-o projette son axone par la corne ventrale de la moelle
épinieére pour contacter plusieurs fibres musculaires. Adaptée de (Balice-Gordon, 1996)

avec les droits d’auteur et de reproduction obtenues de Elsevier.
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Le concept classique de la synapse implique la communication entre un ¢lément
présynaptique et postsynaptique. Toutefois, depuis les deux dernieres décennies, une
accumulation d’évidences, et tout particulierement les travaux portant sur les CSPs, ont suggéré
une participation active des cellules gliales dans la transmission synaptique et ont mené au
concept de la “’synapse tripartite’’ (Araque et al., 1999; Auld and Robitaille, 2003). Ce dernier
concept est fondamental pour comprendre de maniére intégrative la JNM. Ainsi, dans cette
présente section, nous aborderons en détail la terminaison axonale du motoneurone (€lément

présynaptique), la fente synaptique, la plaque motrice (élément postsynaptique) et la cellule de

Schwann périsynaptique (¢lément glial) de la JNM mature.

Figure 1.2. Schéma simplifié représentant une vue transverse de la JNM. On observe les

trois éléments synaptiques soient la terminaison axonale (1), la plaque motrice (2) et la CSP (3).
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1.2.1 L’élément présynaptique

La JNM est une structure hautement spécialisée qui permet le relai de 1’information
nerveuse vers 1’élément musculaire. Notamment, 1’axone du motoneurone se modifie
structurellement pour contacter la fibre musculaire, en perdant sa couverture my¢linisante et en
formant plusieurs ramifications qui vont se juxtaposer a la plaque motrice. Ces fines
terminaisons axonales constituent 1’élément présynaptique de la JNM, pour lequel on distingue
par microscopie ¢€lectronique deux régions typiques : une région cytoplasmique riche en
mitochondries, ainsi qu’une région dense en protéines membranaires et en vésicules synaptiques
(Birks et al., 1960a; Couteaux and Pecot-Dechavassine, 1970). Ces régions sont parfaitement
adaptées pour permettre la libération de molécules chimiques appelées neurotransmetteurs, le
message neuronal, vers des récepteurs postsynaptiques présents sur le muscle, et ce, suite a
I’arrivée d’un potentiel d’action du motoneurone. Plus précisément, la forte présence de
mitochondries permet de répondre aux processus trés énergivores de la libération de
neurotransmetteurs, en plus de jouer un role dans 1’homéostasie calcique (section 1.2.5.1.1) de
I’¢lément présynaptique (David and Barrett, 2000). Puis, les mécanismes d’emmagasinage, de
relache et de recyclage des vésicules synaptiques contenant des neurotransmetteurs vont étre
hautement régulés par une machinerie complexe de protéines retrouvées dans la région dense
en protéines membranaires et en vésicules synaptiques, afin de permettre une communication

fiable (Slater, 2015).

1.2.1.1 La zone active

Les molécules d’acétylcholine (ACh), le principal neurotransmetteur de la JNM, sont
empaquetés dans des vésicules synaptiques au niveau de I’élément présynaptique et ces
vésicules synaptiques sont libérées par exocytose spécifiquement au niveau de régions
membranaires denses en électrons appelées zones actives (ZAs) (Couteaux and Pecot-
Dechavassine, 1970; Zefirov et al., 1995). La principale fonction de la ZA est d’enclencher les
processus calcium-dépendants de la libération de neurotransmetteurs a I’arrivée d’un potentiel
d’action (Sudhof, 2012). Ainsi, on retrouve une densité importante de canaux calciques
dépendants du voltage a la ZA, qui vont étre organisés en deux rangées paralleles et vont

précisément faire face aux récepteurs postsynaptiques (Robitaille et al., 1990; Nishimune,
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2012). Cette organisation particuliere des ¢léments de la ZA est en partie possible grace a des
protéines d’échafaudages telles que Bassoon et Piccolo (Gundelfinger et al., 2015). Au niveau
cytoplasmique et a proximité de la ZA, on retrouve un regroupement de vésicules synaptiques
remplies de neurotransmetteurs, dont quelques-unes directement attachées sur la ZA par des

protéines d’échafaudages et prétes a étre larguées.

Une panoplie de protéines membranaires et vésiculaires est impliquée dans les
processus d’exocytose des vésicules synaptiques. On notera la protéine vésiculaire
synaptobrevine en complément avec les protéines de la terminaison axonale syntaxine et SNAP-
25, qui vont former le complexe de protéines SNARE (de 1’anglais, Soluble NSF Attachment
Protein REceptor). Ce complexe prépare les vésicules synaptiques avant leur largage dans la
fente synaptique, en plus de participer au processus d’exocytose (Slater, 2015). Une autre
protéine vésiculaire, la synaptotagmine, comporte des domaines de liaison pour le calcium
(Ca*") et cette protéine s’associe avec le complexe SNARE pour médier le processus

d’exocytose en présence de Ca®".

Cette relation de proximité au niveau de la ZA entre les différentes protéines de la
machinerie d’exocytose, les canaux calciques voltage-dépendants et les vésicules synaptiques
est primordiale pour permettre a I’élément présynaptique de libérer des neurotransmetteurs de
manicre rapide et fiable. En effet, ’arrivée d’un potentiel d’action du motoneurone a I’élément
présynaptique permet I’entrée locale de Ca®*, stratégiquement localisée pour déclencher
fidelement les processus d’exocytose calcium-dépendant, et ce, de maniére tres rapide (< 1ms)

et synchrone au niveau des ZAs (Slater, 2015).

1.2.1.2 L’exocytose des vésicules synaptiques

Pour résumer les mécanismes menant a la libération de neurotransmetteurs, (1) la
dépolarisation du motoneurone peut générer un potentiel d’action qui se propage jusqu’aux
terminaisons axonales. (2) Cette dépolarisation présynaptique active des canaux calciques
dépendants du voltage de type Cav 2, afin de permettre une entrée de Ca>" localisée au niveau
des ZAs (Robitaille et al., 1990; Urbano et al., 2003). (3) Cette entrée calcique va agir sur la

synaptotagmine associée au complexe SNARE, qui lorsque liée au Ca*" entraine la fusion des
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vésicules synaptiques avec la membrane présynaptique. (4) La fusion méne ultimement au

relachement des neurotransmetteurs.

A 1a JNM, chaque vésicule synaptique contient environ 5000 a 10 000 molécules d’ACh,
ainsi que des molécules d’adénosine triphosphate (ATP) qui vont étre toutes les deux relachées
dans la fente synaptique (Kuffler and Yoshikami, 1975; Silinsky and Redman, 1996, Slater,
2015).

1.2.1.3 La libération quantique

Del Castillo et Katz ont proposé que la libération de neurotransmetteurs soit une
libération quantique, c’est-a-dire que le nombre de neurotransmetteurs relaché a la ZA est un
multiple de la plus petite libération de neurotransmetteurs possibles, aussi nommée “’quantum’’
(Del Castillo and Katz, 1954). Ce quantum correspondrait a la libération du contenu en
neurotransmetteurs d’une seule vésicule synaptique. En effet, leurs travaux pionniers ont été
réalisés sur la JNM de grenouille ou ils ont observé des réponses postsynaptiques de trés faible
amplitude qu’ils ont nommée potentiel de plaque motrice miniature (PPMm). Les PPMms
surviennent de maniére spontanée (en absence de potentiel d’action) et ils correspondent a une
libération non synchronisée de vésicules synaptiques. Alors que la libération évoquée par
’arrivée d’un potentiel d’action du motoneurone implique plutdt I’entrée locale de Ca?* au
niveau des ZAs, ce qui permet la synchronisation des processus d’exocytose des vésicules
synaptiques et une libération importante de neurotransmetteurs pour produire une réponse
postsynaptique appelée potentiel de plaque motrice (PPM) (Del Castillo and Katz, 1954; Slater,
2015). Le PPM (décrit particulierement a la section 1.2.3.1) correspond a la libération d’un
multiple entier de quanta ou vésicules synaptiques (pres de 20 a 200 pour le vertébré) et ce
nombre de vésicules synaptiques relachées est défini comme le contenu quantique (Slater,

2015).

1.2.1.4 Les récepteurs présynaptiques

Des récepteurs sont aussi présents sur 1’élément présynaptique et leur activation peut
généralement influencer la probabilité de relache des vésicules synaptiques. Ces récepteurs sont

appelés autorécepteurs lorsqu’ils répondent aux molécules relachées par [’élément
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présynaptique. Notamment, a la JNM, on retrouve des autorécepteurs qui vont répondre a I’ACh
ou aux purines (ATP ou adénosine) pour augmenter ou diminuer la transmission synaptique.
Nous verrons plus tard que plusieurs autres mécanismes vont aussi réguler la transmission

synaptique et ils seront particulierement décrits dans la section 1.2.5 de la plasticité synaptique.

Parmi les autorécepteurs qui répondent a I’ ACh, les récepteurs de type muscarinique M1
et M2 sont respectivement impliqués dans 1’augmentation et I’inhibition de 1’activité synaptique
dont les effecteurs sont les canaux calciques Cav 2.1 (Santafe et al., 2003). Une autre étude
suggere que les récepteurs M2 soient aussi essentiels dans la maintenance de la structure
synaptique (Wright et al., 2009). Etonnamment, cette méme étude propose que la terminaison
axonale n’exprime que le récepteur de type M2, alors que le récepteur M1 serait plutdt exprimé

par I’élément musculaire et les cellules de Schwann périsynaptiques (Wright et al., 2009).

Des autorécepteurs aux purines sont aussi présents sur 1’élément présynaptique,
notamment les récepteurs présynaptiques a 1’adénosine A et Axa (Garcia et al., 2013). En effet,
I’ATP relachée est convertie en adénosine par des ectonucléotidases et peut agir sur des
récepteurs Axa pour induire une augmentation de la transmission synaptique et/ou sur les
récepteurs A1 pour diminuer la transmission synaptique (Correia-de-Sa et al., 1996; Todd and
Robitaille, 2006; Pousinha et al., 2012). De plus, des récepteurs sensibles a I’ATP de type P>X5
sont présents sur la terminaison axonale et leur activation augmente la transmission synaptique

(Moores et al., 2005; Todd and Robitaille, 2006).

1.2.2 La fente synaptique

La terminaison axonale du motoneurone et la plaque motrice sont séparées par un espace
d’environ 50 nm qu’on appelle la fente synaptique et ou sont libérés les neurotransmetteurs. La
fente synaptique est composée d’une matrice extracellulaire de protéines qui forment la lame
basale, entre autres le collagéne, la fibronectine et la laminine (Nishimune and Shigemoto,
2018). Cette matrice de protéines joue des fonctions essentielles dans 1’organisation et le
maintien du contact synaptique (Nishimune and Shigemoto, 2018). Par exemple, la laminine 32
est essentielle pour la formation du contact pré-postsynaptique et une infiltration anormale de
prolongements gliaux dans la fente synaptique par les CSPs est observée chez des souris

mutantes B27" (Patton et al., 1998; Rogers and Nishimune, 2017).
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Outre le role de maintenance synaptique de la lame basale, la fente synaptique dispose
¢galement de propriétés essentielles pour assurer une transmission synaptique efficace.
Effectivement, on retrouve une riche concentration d’acétylcholinestérase liée au collagéne de
la lame basale, une puissante enzyme qui catalyse I’hydrolyse des molécules d’ACh en acétate
et en choline (Colovic et al., 2013; Slater, 2015). Etant donné que les molécules d’ACh doivent
diffuser a travers la fente synaptique pour atteindre 1’élément postsynaptique, la principale
fonction de I’acétylcholinestérase est de mettre fin, et de maniére rapide, a la transmission

synaptique. Cette propriété permet de préserver la nature du message transmis par 1’élément

présynaptique.

1.2.3 L’élément postsynaptique

L’¢lément postsynaptique de la JNM est responsable de traduire le message neuronal
pour initier la cascade de la contraction musculaire. Il correspond a la plaque motrice, une région
spécialisée de la fibre musculaire qui a la forme d’un “’bretzel’’ chez le mod¢le murin. La plaque
motrice n’occupe qu’une infime partie de la fibre musculaire (environ 0.1%) et sa taille corréle
normalement avec celle de la fibre musculaire (Kuno et al., 1971; Balice-Gordon et al., 1990;
Liu and Chakkalakal, 2018). La plaque motrice est structurellement caractérisée par des
invaginations de la fibre musculaire formant des replis jonctionnels dont la créte est fortement
concentrée en récepteurs a I’ACh de type nicotinique (nAChRs), alors que les creux sont riches
en canaux sodiques voltage-dépendants (Sanes and Lichtman, 1999; Nishimune and Shigemoto,
2018). Tout comme pour la ZA, ’organisation des nAChRs est hautement régulée par une
panoplie de protéines d’ancrage, de protéines d’échafaudage et de protéines de signalisation afin

d’assurer une communication rapide et fiable (Hughes et al., 2006).

1.2.3.1 Les récepteurs nicotiniques et la réponse postsynaptique

Les molécules d’ACh relachées par 1’élément présynaptique diffuse dans la fente
synaptique et se lie aux nAChRs. Les nAChRs sont des récepteurs ionotropes perméables aux
ions Na" et K* lorsque liée a I’ACh (agoniste endogéne), mais aussi en présence de nicotine (un
agoniste exogene). Ainsi, I’ACh entraine leur ouverture par un changement de conformation,

puis il s’ensuit un influx important d’ions sodiques et une dépolarisation de la membrane
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postsynaptique. Cette dépolarisation membranaire est trés importante lors d’une libération
synchronisée de neurotransmetteurs (évoquée par un potentiel d’action) et elle correspond a la
réponse postsynaptique qu’on appelle aussi PPM. Outre les concentrations ioniques, le PPM est
essentiellement influencé par le nombre de récepteurs nicotiniques “’activés’’ en méme temps.
Par conséquent, le PPM sera fortement influencé par le nombre de neurotransmetteurs relachés,
le nombre de nAChRs, I’activité de I’acétylcholinestérase, mais aussi de maniére importante par

le lien de proximité entre la libération des neurotransmetteurs et les récepteurs postsynaptiques.

De plus, le PPM est généralement beaucoup plus important que ce qui est nécessaire
pour activer les canaux sodiques voltage-dépendants situés au creux des replis et initier la
cascade de contraction musculaire. En effet, le facteur de sécurité, qui correspond a la mesure
de ’exces de neurotransmetteurs libérés, est tres €élevé pour la JINM de mammifére adulte (~ 3
a 5 fois ce qui est nécessaire) (Wood and Slater, 2001). Cette propriété de sureté est essentielle
pour le contrdle moteur puisqu’elle assure une fidélité de transmission synaptique ou chaque
potentiel d’action du motoneurone induit un potentiel d’action musculaire, et jusqu’a un certain

point méme lors de bouffés d’activités du motoneurone (Heckman and Enoka, 2012).

1.2.3.2 La contraction musculaire

L’aboutissement de la transmission synaptique a la JNM est d’initier la cascade de
contraction de la fibre musculaire. On peut résumer cette cascade comme suit : le PPM active
les canaux sodiques voltage-dépendant retrouvés dans le creux des replis; ce qui enclenche un
potentiel d’action se propageant a travers la fibre musculaire et atteignant les tubules transverses
riches en canaux calciques voltage-dépendants; cela provoque I’ouverture des canaux et I’entrée
de Ca®"; ce qui va activer des récepteurs a la ryanodine sur le réticulum sarcoplasmique,
responsable de son ouverture et de la relache importante de Ca* qui se lie et modifie le complexe
tropomyosine/actine afin d’exposer la myosine au filament d’actine; le groupement de
I’adénosine diphosphate et du phosphate inorganique initialement liés a la myosine sont relachés
et produit le glissement des filaments d’actine ce qui induit la contraction musculaire (Liu and

Chakkalakal, 2018).
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1.2.4 L’élément glial : la cellule de Schwann périsynaptique

Les CSPs sont des cellules gliales dont les prolongements recouvrent intimement la
terminaison axonale du motoneurone (Birks et al., 1960a) et 1’étendue de la JNM (Ko and
Robitaille, 2015). On retrouve environ 3 a 5 CSPs a la JNM de mammiféres ou de grenouille et
ce nombre semble positivement corréler avec la taille de la plaque motrice (Love and Thompson,
1998; Lubischer and Bebinger, 1999; Ko and Robitaille, 2015). Par définition, les CSPs ne
forment pas de myéline et ne sont pas présentes sur 1’axone comme les cellules de Schwann
my¢linisantes. Ces cellules gliales vont plutot adopter des propriétés et des fonctions adaptées
a leur environnement, la synapse (Ko and Robitaille, 2015). Les CSPs, présentes a la JNM
depuis le stade embryonnaire (Barik et al., 2016), persistent encore chez I’animal agé et sont
¢galement préservées chez les amphibiens et chez les mammiferes, dont ’humain. Ainsi, quels
roles importants jouent ces cellules gliales a 1’intégrité de la synapse neuromusculaire pour étre
aussi bien conservées? J’aborderai dans les sections qui suivent 1’origine des CSPs, leurs
localisations stratégiques, ainsi que leurs propriétés et leurs fonctions multiples qui font de ces

cellules un partenaire actif de la synapse tripartite qu’est la JNM.

1.2.4.1 Origine embryonnaire des CSPs

L’origine des CSPs n’a pas été aussi bien documentée que celles des cellules de Schwann
my¢linisantes, mais il est suggéré que tous les types de cellules de Schwann dérivent de la créte
neuronale (Jessen and Mirsky, 2005). Pendant la formation de la JNM, des cellules précurseures
des CSPs migrent conjointement avec la terminaison axonale et proliférent a la synapse pendant
la maturation de la JNM pour former des CSPs (Love and Thompson, 1998). Certaines cellules
maintiendraient une capacité de prolifération, et ce, méme a la JNM adulte ou une prolifération

a été observée en réponse a la réinnervation du contact synaptique (Love and Thompson, 1998).

1.2.4.2 Structure et localisation stratégique

Les CSPs s’accolent sur la terminaison axonale avec des fins prolongements gliaux qui
I’embrasse presque compleétement en laissant 1’espace synaptique libre et sans contacter la fibre
musculaire (Birks et al., 1960a). A la JNM de grenouille, les CSPs vont aussi présenter des

protrusions, un peu comme des ’doigts’’, qui s’intercalent au niveau de la fente synaptique a
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proximité de I’élément présynaptique et postsynaptique (Birks et al., 1960a). Ainsi, les
prolongements gliaux des CSPs sont positionnés dans une région ‘’extra-synaptique’’ (voir

Figure 1.3), sans obstruer la transmission synaptique et en excellente position pour détecter la

libération de neurotransmetteurs.

Figure 1.3. Micrographe électronique
d’une JNM de grenouille. On observe
I’organisation particuliere de la CSP
avec la terminaison axonale (TA) et la
. plaque motrice (PM). Noter le
* | prolongement glial (fleche orange) a

| proximité des régions de

“/.4% (= communication synaptique. Echelle =

5

500 nm. Figure adaptée et modifi¢e de (Burden et al., 1979) avec les droits de reproduction a
des fins non commerciales conformément a la licence Attribution-NonCommercial-ShareAlike

4.0 International (CC BY-NC-SA 4.0).

1.2.4.3 Détection de I’activité synaptique

Pour étre considérées comme un partenaire actif de la synapse, les cellules gliales
doivent étre en mesure de détecter I’activité synaptique et en retour pouvoir la moduler. A la
JNM, les CSPs vont présenter plusieurs propriétés fonctionnelles leur permettant de détecter et

de décoder I’activité synaptique.

1.2.4.3.1 Récepteurs gliaux

Notamment pour étre en mesure d’interagir avec 1’environnement synaptique, on
s’attendrait a retrouver sur les CSPs des récepteurs sensibles spécialement aux molécules

relachées pendant la communication synaptique de la JNM.

C’est effectivement le cas puisqu’on retrouve des récepteurs a I’acétylcholine de type
muscarinique présents sur les CSPs (Georgiou et al., 1999) et plus précisément les récepteurs
de sous-type M1, M3 et M5 (Wright et al., 2009). En contrepartie, I’ATP relaché par la

terminaison axonale est détectée par les récepteurs purinergiques P>X et PoY des CSPs, ainsi
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que des récepteurs Al gliales lorsqu’hydrolysé en adénosine (Robitaille, 1995; Rochon et al.,
2001). On retrouve aussi des récepteurs peptidiques sur les CSPs, du moins a la JNM de
grenouille, on retrouve un récepteur similaire au NK-1 puisqu’elles sont sensibles a des
neuromodulateurs telle que la substance P (Bourque and Robitaille, 1998). Des récepteurs pour
les neurotrophines, des molécules modulatrices de la fonction et la survie neuronale, sont aussi
présents sur les CSPs (Todd et al., 2007). En somme, ces récepteurs gliaux, de la méme manicre
pour les astrocytes au SNC, sont en grande partie des récepteurs métabotropes (Araque et al.,
2014; Ko and Robitaille, 2015). Ces récepteurs gliaux sont en général d’une grande affinité pour
leur ligand puisqu’ils permettent d’enclencher une réponse amplifiée avec seulement une faible

concentration de neurotransmetteurs (Araque et al., 2014).

1.2.4.3.2 Excitabilité gliale

Les cellules gliales présentent des propriétés particulieres d’excitabilité, différentes des
cellules neuronales. L’activité des cellules gliales associées a la synapse ne dépend pas de
propriétés €lectriques comme les neurones et elles n’ont pas la capacité d’évoquer des potentiels
d’action. Plutdt, ’excitabilité des cellules gliales est essentiellement reflétée par leur activité
calcique et les processus gliaux vont en partie dépendre de mécanismes biochimiques Ca?'-
dépendants (Araque et al., 2014; Ko and Robitaille, 2015). Ainsi, I’activation des récepteurs

gliaux est souvent reflétée par I’activité calcique gliale.

1.2.4.3.3 Détection de I’activité synaptique

Nous avons précédemment vu que les fins prolongements gliaux sont stratégiquement
localisés pres de la région synaptique, en plus d’étre dotées d’une gamme de récepteurs sensibles
aux molécules synaptiques. Ces propriétés vont permettre a la CSP de détecter 1’activité
synaptique qui sera reflétée par leur excitabilité calcique. En effet, les progres technologiques
sur les indicateurs calciques ont permis des avancées importantes sur les interactions neurone-
glie (Ko and Robitaille, 2015), dont plusieurs pionnieres sur les CSPs ont été réalisées dans le
laboratoire du Dr. Charlton Milton. Notamment, ils ont découvert que les CSPs répondent a une
forte activité synaptique par une élévation calcique (Jahromi et al., 1992). Cette élévation
calcique est abolie lorsque la transmission synaptique est bloquée; elle peut étre mimée par

I’application locale de molécules sécrétées par la terminaison axonale (ACh et ATP) et ne
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dépend pas du Ca?" extracellulaire (Jahromi et al., 1992). Ainsi, ces observations démontrent
que les CSPs répondent a I’activité synaptique par une ¢lévation calcique provenant des réserves
internes et via 1’activation principalement des récepteurs gliaux de type muscarinique et
purinergique. Cette détection de I’activité synaptique par les récepteurs purinergiques et/ou
muscariniques est commune a travers les CSPs de différentes espéces et elle a été observée
pendant la formation de la JNM, a la JNM mature et méme a la JNM sénescente (Ko and

Robitaille, 2015).

Toutefois, quel mécanisme cellulaire est responsable de cette élévation calcique des
CSPs lors de la détection de 1’activité synaptique? En fait, on retrouve des récepteurs ionotropes
P>X sur les CSPs, qui lorsqu’activés vont permettre 1’ouverture de canaux calciques de type
CaV 1.2 (Robitaille, 1995). Cette entrée calcique ne constitue qu’une infime partie de la réponse
calcique (Jahromi et al., 1992), mais il est suggéré qu’elle soit davantage sollicitée par les CSPs
présentes sur des fibres a contraction lente (Rousse et al., 2010). L’¢lévation calcique serait
plutét médiée par des cascades de signalisation impliquant les protéines G, puisque les
récepteurs gliaux sont principalement de type métabotrope et que I’élévation calcique des CSPs
est trés sensible a la toxine pertussique (Robitaille, 1998; Ko and Robitaille, 2015), une
puissante toxine qui altére les protéines Gi (Mangmool and Kurose, 2011). Les mécanismes
suggérés par Castonguay et Robitaille (2001) pour expliquer 1’élévation calcique des CSPs sont

illustrés a la Figure 1.4.

Figure 1.4. Mécanismes cellulaires de détection de la

JNM mature o ,
. . wam transmission synaptique par la CSP. 1, Une forte
csp activité synaptique active les récepteurs métabotropes
[) RE ay” des CSPs. 2, Ceci enclenche la cascade des protéines G
E " Terminaison ¢ \ene 3 1a production d’inositol triphosphate (IP3) par
i Ca?* : axonale . . ] .
. la phospholipase C. 3, L’IP; se lie aux récepteurs a IP3
’|p3.....-."" T — Cm.l - " .

HETAchR  ATRSS. sur le réticulum endoplasmique (RE) et permet la

A,RP2R o g
Kw libération de Ca®" au niveau cytoplasmique. Le Ca®"
" libéré active des mécanismes gliaux calcium-dépendants

nAChR

Fibre musculaire tel que la libération de molécules par les CSPs et il est
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éventuellement récupéré par des pompes Ca’’-ATPase (Castonguay and Robitaille, 2001).
Figure adaptée de (Ko and Robitaille, 2015).

1.2.4.3.4 Décodage de I’activité synaptique

La fréquence de décharges des motoneurones et leur patron d’activation sont trés variées,
avec des bouffées d’activités d’environ quelques Hz a plus de 100 Hz, ce qui permet une variété
de patrons d’activité synaptique (Slater, 2015). Ainsi, les CSPs arrivent-elles a décoder ces
changements de patron d’activité afin d’interagir adéquatement selon le contexte synaptique?
Les résultats obtenus par Todd et al. (2010) ont permis en partie de répondre a ces questions. Ils
ont observé que différents paradigmes de stimulation entrainent différentes signatures de
réponse calcique par les CSPs. Notamment, une stimulation continue du nerf moteur est associée
a une seule grosse réponse calcique des CSPs, alors qu’une stimulation par bouffée du nerf
moteur est associée a une réponse calcique des CSPs de plus petite taille et de forme oscillatoire.
Ces observations suggerent que les CSPs répondent différemment selon I’activité synaptique,
donc qu’elles ont la capacité a décoder différents patrons d’activité synaptique (Todd et al.,

2010).

1.2.4.4 Modulation de I’activité synaptique

Suivant la détection de 1’activité synaptique, les cellules gliales vont en retour réguler
I’activité synaptique. Cette participation active par les cellules gliales ajoute un niveau de

processus additionnel au message synaptique.

1.2.4.4.1 Modulation de I’activité synaptique : implication gliale

On doit au laboratoire du Pr. Richard Robitaille la premiére observation d’une
participation des CSPs dans la modulation de 1’activité synaptique (Robitaille, 1998). Robitaille
a développé une approche permettant de moduler I’activité gliale a la JNM de grenouille, en
injectant spécifiquement dans les CSPs des molécules altérant 1’activité des protéines G, afin
d’influencer fortement 1’activation des récepteurs gliaux et la cascade de détection de 1’activité

synaptique par les CSPs.
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Une activation constitutive des protéines G des CSPs a produit une importante
diminution de la transmission synaptique (pres de 50% de changements) persistante sur
plusieurs minutes. Cette observation montre qu’une activation des cellules gliales est suffisante
pour influencer 1’activité synaptique. Robitaille (1998) a ensuite démontré que cette activation
gliale interagit avec I’élément présynaptique, en particulier sur les propriétés de libération des
vésicules synaptiques, puisqu’aucun effet significatif n’a été observé sur les propriétés des
évenements spontanés de relache. Ainsi, les CSPs ont la capacit¢ de réguler 1’activité
synaptique, mais le font-elles de maniére endogene? Robitaille (1998) a observé qu’une
inhibition de l’activité gliale, par un analogue non hydrolysable du GDP, n’affecte pas la
transmission synaptique basale, mais qu’elle affecte fortement un phénomene endogene de
plasticité synaptique (décrit a la section 1.2.5) soit la dépression synaptique évoquée par un train
de stimulation de I’innervation musculaire. Effectivement, I’abolition de I’activité gliale a réduit
significativement cette dépression synaptique et I’activation constitutive des protéines G des
CSPs a réduit ce phénoméne de plasticité synaptique. Ainsi, les travaux de Robitaille ont
démontré une participation active des CSPs au phénomene endogene de plasticité synaptique et
ils ont contribué¢ en grande partie a I’essence du concept de “’synapse tripartite’” (Auld and

Robitaille, 2003).

Une approche similaire de manipulation gliale a été réalisée dans une autre étude, mais
cette fois en altérant 1’activité des CSPs a 1’aide de chélateur calcique. Cette étude a démontré
que D’abolition de D’activité calcique des CSPs augmente le phénomeéne de dépression
synaptique, suggérant que les CSPs ont aussi la capacité¢ de potentialiser la transmission
synaptique (Castonguay and Robitaille, 2001). La différence observée entre ces deux études
peut étre expliquée par le mécanisme glial ciblé (Castonguay and Robitaille, 2001). En effet,
Robitaille (1998) a ciblé I’activité des protéines G, qui englobent un grand spectre de processus
gliaux et de mécanismes non Ca**-dépendant, alors que Castonguay (2001) n’a ciblé que les
mécanismes Ca”*-dépendants (Castonguay and Robitaille, 2001). Néanmoins, ces études ont
révélé la capacité des CSPs a moduler la transmission synaptique de maniére bidirectionnelle (a
la hausse ou a la baisse). Cette capacité bidirectionnelle explique en partie les résultats d’une
autre ¢tude qui n’a pas observé de changement au niveau de la transmission basale et de la

dépression synaptique quelques heures suivant I’ablation des CSPs (Reddy et al., 2003). Cette
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derniére manipulation affectant la totalité des mécanismes gliaux altére probablement les
mécanismes de modulation synaptique dans les deux directions opposées (a la hausse et a la

baisse), ce qui pourrait compenser pour I’absence de la participation des CSPs.

Etant donné que les CSPs sont en mesure de décoder différents patrons d’activité
synaptique, vont-elles pouvoir moduler I’activité synaptique de manicre adaptative selon le
contexte synaptique? Todd et al. (2010) ont observé que deux différents patrons d’activité
synaptique sont associés a deux cinétiques différentes de réponses calciques des CSPs, mais
aussi de maniére importante a deux formes de plasticité synaptique opposées. Ils ont développé
une approche en prenant avantage d’un chélateur calcique photoactivable par une lumiére UV,
afin d’induire ou d’abolir sélectivement 1’élévation calcique des CSPs. Etonnamment,
I’abolition de I’activité calcique des CSPs a renversé les phénoménes de plasticité synaptique
induits par les patrons de stimulation ou la potentialisation est devenue une dépression
synaptique et vice-versa. Cette observation suggere que les CSPs décodent non seulement
I’activité synaptique, mais que ces cellules gliales vont moduler différentiellement 1’activité
synaptique en fonction du contexte synaptique. Dans une autre série d’expériences, ils ont
observé que la reproduction de 1’¢lévation calcique au niveau des CSPs, en absence de patron
de stimulation neuronale, était suffisante pour induire les différentes formes de plasticité
synaptique. Cette activation gliale parvenait a occulter la plasticité synaptique induite par un
patron de stimulation particulier (Todd et al., 2010). En somme, les travaux de Todd et al.,
(2010) ont démontré que la modulation de la transmission synaptique par les CSPs est

bidirectionnelle et adaptative au contexte synaptique

1.2.4.4.2 Modulation de P’activité synaptique : effecteurs gliaux

Les CSPs ont la capacité de moduler 1’activité synaptique et cette modulation semble
cibler I’¢lément présynaptique (Robitaille, 1998). Ainsi, cette interaction neurone-glie devrait
impliquer une libération de molécules par les CSPs pour influencer I’¢élément présynaptique. On
appelle ces molécules des “’gliotransmetteurs’” et d’autres cellules gliales telles que les
astrocytes libérent aussi des gliotransmetteurs (Araque et al., 2014). Parmi les gliotransmetteurs
identifiés chez les CSPs, on retrouve I’ATP, I’adénosine, le glutamate, la prostaglandine et le

monoxyde d’azote (Ko and Robitaille, 2015).
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Les gliotransmetteurs des CSPs vont médier certains phénoménes de plasticité
synaptique par des effecteurs présynaptiques. En particulier, les purines (ATP et adénosine) ont
été extensivement documentées pour leur importance au niveau des interactions neurone-glie
dans le systéme nerveux central et I’implication des purines dans la modulation gliale par les
CSPs a aussi été ¢légamment démontrée (Todd and Robitaille, 2006; Todd et al., 2010; Araque
et al., 2014). En effet, Todd et al. (2010) ont démontré, par une approche d’activation gliale
combinée a des outils pharmacologiques, que la plasticité synaptique médiée par les CSPs
dépend principalement de D’activation des récepteurs présynaptiques a 1’adénosine. Plus
précisément, a la JNM de souris matures, la potentialisation synaptique est médiée par
I’activation des récepteurs Aza, alors que la dépression synaptique est médi¢e par 1’activation
des récepteurs A (Todd et al., 2010). Ces récepteurs médient aussi la plasticité induite par des
patrons de stimulation de la terminaison axonale et I’activation de ces récepteurs est bloquée

lorsque I’activité calcique des CSPs est abolie.
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1.2.4.4.3 Modulation de I’activité synaptique : Modéle de la régulation gliale

Potentialisation synaptique

Dépression synaptique

Figure 1.5. Modé¢le de la modulation
bidirectionnelle gliale dépendante de
la plasticité synaptique de (Todd et
al., 2010). A. La Ilibération de
neurotransmetteurs évoquée par un
patron de stimulation a haute fréquence
(SHF) de I’axone moteur (1) est
détectée par les récepteurs gliaux (2)
qui répondent par une seule élévation
calcique (3). Cela méne a la libération
importante d’ATP gliale (4) qui est
dégradée en adénosine. Cette grande
quantit¢  d’adénosine  active  des
récepteurs présynaptiques Axa médiant
une augmentation de la probabilité de
relache de vésicules synaptiques (5) et a
la potentialisation a long-terme de la
transmission synaptique (6). B. La

libération de neurotransmetteurs

évoquée par un patron de stimulation en bouffée de 1’axone moteur (1) est détectée par les

récepteurs gliaux (2) qui répondent par des élévations calciques de forme oscillatoire (3). Cela

mene a une libération moins importante d’ATP gliale (4) qui est dégradée en adénosine. Cette

plus faible quantit¢ d’adénosine active préférentiellement les récepteurs présynaptiques Aj

médiant une diminution de la probabilité de relaiche de vésicules synaptiques (5) et a une

dépression synaptique a long-terme de la transmission synaptique (6).
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1.2.4.5 Maintenance et réparation de la JNM

On retrouve une JNM pour chaque fibre musculaire de I’animal mature et ce contact
synaptique doit étre vigoureusement préservé durant toute la vie de I’animal. En effet, une fibre
musculaire squelettique qui ne communique plus avec un motoneurone n’est plus fonctionnelle
pour I’unité motrice et le controle moteur. Ainsi, nous verrons dans les prochaines sous-sections

que les CSPs sont indispensables pour préserver la synapse neuromusculaire.

1.2.4.5.1 Maintenance de I’intégrité structurelle de la synapse

D’abord, plusieurs études ont observé une instabilité importante de la JNM en absence
de CSPs. Notamment, une absence de cellules de Schwann a été observée dans un modéle de
souris ErbB27, géne KO pour un récepteur a la neureguline-1 exprimé par tous les types de
cellules de Schwann sans étre exprimé par le motoneurone ou le muscle (Lin et al., 2000). Dans
cette étude, la navigation de I’axone moteur pour contacter le muscle pendant la formation de la
JNM était préservée, toutefois les contacts synaptiques formés étaient instables et 1’animal
perdait la vie a la naissance (Lin et al., 2000). Ces observations suggerent que les cellules de
Schwann (myélinisantes et/ou non myélinisantes) jouent fort possiblement un role dans le

maintien du contact synaptique pendant la formation de la JNM.

Pour investiguer précisément 1’implication des CSPs dans la structure et la fonction
synaptique, Reddy et al. (2003) ont pris avantage de la JNM de grenouille pour lequel un
anticorps spécifique a la CSP est connu, le mAb 2A 12, et ils ont élégamment adapté la technique
de lyse cellulaire médiée par un complément afin de sélectivement éliminer in vivo prés de 90%
des CSPs (Reddy et al., 2003). Quelques heures suivant ’ablation des CSPs a la JNM mature,
la structure de 1’élément pré- et postsynaptique n’était pas affectée. Une autre ¢tude a aussi
observé que I'ultrastructure de I’élément pré- et postsynaptique n’était pas affectée quelques
heures aprés une ablation sélective des CSPs a la JNM de souris (Halstead et al., 2005).
Toutefois une semaine suivant 1’ablation, Reddy et al. (2003) ont observé davantage de
rétraction axonale, un indicateur important de dégénération de la JNM, avec peu d’altérations
de la plaque motrice. Par la suite, Reddy et al. (2003) ont évalué I’implication des CSPs au
développement de la JNM. 11 jours suivants l’ablation des CSPs, ils ont observé un

ralentissement de croissance de la JNM, une diminution significative de la formation de
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nouvelles JNMs et une forte proportion (pres de 50%) de rétraction partielle ou compléte des
terminaisons axonales. Ainsi, les CSPs jouent un réle de maintenance a long-terme de 1’intégrité
structurelle du contact synaptique au cours du développement de la JNM et chez I’animal adulte

(Reddy et al., 2003).

Les CSPs ne sont pas seulement impliquées dans la stabilit¢ de la JNM, mais elles
régulent aussi sa plasticité morphologique. En effet, la structure de la JNM de grenouille est trés
dynamique puisqu’elle se remod¢le activement durant la vie adulte (Herrera et al., 1990) et il

est suggéré que les CSPs participent a ce remodelage de la JNM (Ko and Robitaille, 2015).

1.2.4.5.2 Réparation

A I’opposé de la INM de grenouille, la structure de la JNM de souris reste relativement
stable pendant une grande partie de la vie adulte (Lichtman et al., 1987), mais ce contact
synaptique peut temporairement étre compromis par une Iésion axonale (Son and Thompson,
1995) ou une Iésion de la fibre musculaire (Rich and Lichtman, 1989). Notamment, une 1€sion
axonale provoque initialement une rétraction de la terminaison axonale de la JNM, suivie
généralement d’une réinnervation par plusieurs terminaisons axonales (polyinnervation), puis
par un processus d’élimination des terminaisons supraliminaires ou la terminaison axonale
restante réinnerve précisément la méme région initiale de la plaque motrice (Rich and Lichtman,
1989; Son and Thompson, 1995). Les CSPs vont intervenir a plusieurs étapes importantes de ce
processus. D’abord, les CSPs participent a la rétraction de la terminaison axonale en agissant
tout comme des phagocytes, en internalisant la terminaison en dégénérescence tout en
conservant une proximité avec I’élément postsynaptique (Birks et al., 1960b; Duregotti et al.,
2015). Les CSPs vont aussi participer activement au processus de réinnervation en ¢laborant des
protrusions gliales en réponse a la dénervation de la JNM (Reynolds and Woolf, 1992) et ces
protrusions s’interconnectent a d’autres JNMs pour former des “’ponts gliaux’’ afin d’initier et
guider des prolongements axonaux sains vers le site de réinnervation (Son and Thompson,
1995). Ce phénomene de réinnervation se produit lors d’une dénervation partielle ou plusieurs
JNMs sont intacts, alors qu’une lésion totale de 1’innervation d’un muscle affecte toutes les
JNMs. Dans ce dernier cas, I’axone dénervé se régénere et il est guidé par les cellules de

Schwann et particulierement par les CSPs prés de la JNM pour reformer un contact synaptique
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avec la méme fibre musculaire pré-1ésionnelle (>90% du temps) (Nguyen et al., 2002; Kang et
al., 2014). Tout bien considéré, cette capacité de réparation de la JNM est vitale pour maintenir
le systéme neuromusculaire et on peut imaginer qu’une atteinte générale a I’un de ces processus

autant gliaux qu’axonaux pourrait compromettre la récupération de la fonction motrice.

Comment les CSPs parviennent-elles a détecter la dénervation musculaire et a
déclencher leurs processus de réparation? En fait, pendant et suivant la dénervation, 1’activité
synaptique diminue considérablement jusqu’a disparaitre. Cette privation de [’activité
synaptique est associée a une réduction de I’activation des récepteurs muscariniques gliaux et
conséquemment a une expression a la hausse par les CSPs de la protéine acide fibrillaire gliale
(de I’anglais, GFAP) (Georgiou et al., 1994; Georgiou et al., 1999). La GFAP est une protéine
constituant les filaments intermédiaires et elle influence la motilité, la prolifération, 1’extension
de prolongements et la forme de la cellule gliale (Middeldorp and Hol, 2011). Son expression
par les CSPs témoigne que la fonction gliale est orientée dans le but d’assurer une réparation
efficace de la JNM (Ko and Robitaille, 2015). Ainsi, ’activité synaptique et particulierement
I’activation des récepteurs muscariniques gliaux vont étre tributaires de 1’activité réparatrice des

CSPs et conséquemment de 1’intégrité structurelle de la JNM.

Il est intéressant de mentionner que d’autres facteurs physiologiques liés a 1’activité
musculaire peuvent aussi influencer la fonction réparatrice des CSPs. Notamment, la stimulation
musculaire augmente le nombre de prolongements gliaux formés, mais réduit grandement le
nombre de pont gliaux formé par les CSPs en plus d’inhiber les prolongements axonaux de
réinnervation (Love et al., 2003). Des résultats similaires ont aussi €t€ observés pour des souris
soumises a des exercices de courses, ce qui suggere que 1’activité neuromusculaire altére aussi

les processus des CSPs et la réinnervation (Tam and Gordon, 2003).

1.2.4.6 La plasticité fonctionnelles des CSPs

Pour assurer leurs multiples fonctions, les propriétés des CSPs sont aussi plastiques selon
le contexte synaptique. Par exemple, Bélair et al. (2010) ont montré que 1’inhibition de la

transmission synaptique, a 1’aide d’un blocage chronique des nAChRs, influence la sensibilité
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des récepteurs gliaux muscariniques et les propriétés de la réponse calcique des CSPs évoquée

par la stimulation de I’axone moteur.

De plus, certaines molécules vont moduler les propriétés des CSPs. Les neurotrophines
sont connues pour étre des modulateurs importants de la fonction synaptique, mais elles vont
aussi moduler la sensibilité des récepteurs gliaux. Parmi celles-ci, le facteur neurotrophique
dérivé du cerveau (en anglais, BDNF) et la neurotrophine-3 (NT-3) vont augmenter la réponse
calcique des CSPs évoquée par la stimulation de I’axone moteur (Todd et al., 2007). Plus
précisément, le BDNF amplifie la cascade des récepteurs purinergiques, alors que le NT-3
amplifie la cascade des récepteurs muscariniques. Outre les facteurs neurotrophiques, la
substance P est un neuropeptide qui module les propriétés des CSPs (Bourque and Robitaille,
1998). Présent a la terminaison axonale de la JNM de grenouille (Matteoli et al., 1990), la
substance P régule a la baisse la réponse calcique évoquée des CSPs en sensibilisant les
récepteurs gliaux muscariniques (Bourque and Robitaille, 1998). En somme, les propriétés des
CSPs sont plastiques par la modulation de leur signalisation purinergique/muscarinique pour
s’adapter au contexte synaptique (Ko and Robitaille, 2015), mais elles vont aussi présenter

différentes propriétés intrinséques selon les propriétés de la synapse (Rousse et al., 2010).

1.2.5 La plasticité synaptique

Les premieres études sur les propriétés synaptiques et de plasticité synaptique dérivent d’études
extensives réalisées sur la JNM. En effet, cette synapse est dotée d’importante capacité

d’adaptation et particuliérement au point de vue fonctionnel.

1.2.5.1 Phénoménes de plasticité synaptique

La transmission synaptique est un phénomene trés dynamique et hautement régulé par
les éléments présynaptique, postsynaptique et glial de la synapse. Par exemple, la quantité de
neurotransmetteurs relachée a 1’arrivée d’un potentiel d’action au niveau présynaptique peut
varier activement au fil du temps. On appelle la variation de la transmission synaptique
“’plasticité synaptique’’. La plasticité synaptique est une propriété importante des synapses leur
permettant de s’adapter dans le temps, souvent de manicre activité-dépendante, par un

renforcement (discuté dans la section 1.2.5.1.1) ou une dépression (discuté dans la section
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1.2.5.1.2) de la transmission synaptique et elle peut prendre différentes formes qui peuvent étre

caractérisées selon leur décours temporel.

1.2.5.1.1 Renforcement synaptique

L’augmentation de la transmission synaptique ou renforcement synaptique implique
différents termes et mécanismes dépendamment de leur décours temporel. Parmi les formes de
renforcement synaptique, on distingue en ordre : la facilitation (dans les millisecondes),
I’augmentation (quelques secondes), la potentialisation synaptique (30 secondes a quelques

minutes) et la potentialisation a long-terme (plusieurs minutes a plusieurs jours).

La facilitation survient lorsque deux libérations évoquées de neurotransmetteurs sont
séparées par un trés court intervalle de 1’ordre des millisecondes. Ainsi, davantage de
neurotransmetteurs sont libérés pour la deuxiéme relache en raison d’une présence de Ca>"
résiduel, ce qui augmente le niveau de Ca** présynaptique et conséquemment la probabilité de
relache de vésicules synaptiques (Katz and Miledi, 1968; Zucker and Regehr, 2002).
L’augmentation et la potentialisation synaptique renforcent la synapse par des mécanismes
similaires impliquant les processus de retrait du Ca®" présynaptique résiduel et ces phénomeénes
de plasticité synaptique peuvent €tre générés suivant un train de stimulation présynaptique
(Zucker and Regehr, 2002). L’un de ces mécanismes est associé au retrait du Ca®" présynaptique
réalisé par la pompe Ca®"/ATPase et I’échangeur Ca**/Na*. Lors d’une activité présynaptique
importante, la concentration présynaptique de Na* et de Ca*" est beaucoup plus importante, ce
qui affecte le gradient sodique et I’efficacité de retrait du Ca®>" par I’échangeur. Cela méne a une
présence prolongée de Ca®* présynaptique et conséquemment a I’augmentation de la probabilité
de relache des vésicules synaptiques (Zucker and Regehr, 2002). Les mitochondries
présynaptiques sont aussi impliquées dans 1’augmentation et la potentialisation synaptique. Ces
organelles vont participer au retrait du Ca®" résiduel pendant une activité intense, mais elles vont
par la suite libérer ce Ca®* capturé, de maniére prolongée, ce qui augmente la transmission

synaptique (David and Barrett, 2000; Zucker and Regehr, 2002).

Toutes ces dernicres formes de renforcement synaptique peuvent étre regroupées dans
la catégorie de plasticité synaptique a court-terme; elle est généralement médiée par la

modulation des mécanismes de relache des vésicules synaptiques et cible particulicrement les
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mécanismes de régulation du Ca®* présynaptique (Zucker and Regehr, 2002). Toutefois, il existe
des potentialisations synaptiques a long-terme qui vont persister sur de trés longues périodes
(quelques heures a quelques jours). Bien que le Ca*>* joue aussi un réle dans la plasticité a long-
terme, cette forme de plasticité synaptique implique des mécanismes persistants telle que la

modification de I’expression génique de certaines protéines synaptiques (Kandel, 2013).

1.2.5.1.2 Dépression synaptique

A I’opposé du renforcement synaptique, la dépression synaptique est la diminution de la
transmission synaptique. La dépression synaptique survient pendant des trains d’activité
prolongée de 1’élément présynaptique et ne perdure que quelques secondes (Zucker and Regehr,
2002). La dépression synaptique est caus€e par la déplétion des réserves de vésicules
synaptiques prétes a étre larguées. En effet, lors d’activité prolongée les processus de recyclage
des vésicules synaptiques ne parviennent pas a compenser I’ importante exocytose qui se produit.
On peut aussi observer une forme de dépression synaptique avec un décours temporel plus
important (plusieurs minutes) et elle serait en partic médiée par 1’action de neuromodulateurs.
Notamment, I’un de ces mécanismes d’action a la JNM de grenouille a été décortiqué par notre
laboratoire et il se résume de la maniére suivante : (1) du glutamate est relaché par la terminaison
axonale du motoneurone lors de stimulation a haute fréquence; (2) qui active des récepteurs
mGluR sur la fibre musculaire; (3) puis qui enclenche la production persistante de monoxyde
d’azote (NO) par la protéine de syntheése de NO; (4) le NO diffuse vers I’élément présynaptique
pour moduler a la baisse la probabilité de relache des vésicules synaptiques (Thomas and
Robitaille, 2001; Pinard and Robitaille, 2008). Un autre neuromodulateur, I’adénosine, est aussi
impliqué dans la dépression synaptique persistante sur plusieurs minutes, dont celle médiée par
les CSPs qui a été décrite précédemment a la section 1.2.4.4.2 (Thomas and Robitaille, 2001;
Todd et al., 2010).

1.2.5.2 Médiateurs des phénomeénes de plasticité synaptique

Plusieurs mécanismes intrinséques ou extrinséques vont médier les phénomenes de
plasticité synaptique. D’abord, la plasticité synaptique de la JNM peut étre médiée de manicre
autocrine et activité-dépendante, c’est-a-dire en fonction du patron et/ou historique de I’activité

synaptique. Par exemple, I’exercice physique correspond a une augmentation importante de
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I’activité neuromusculaire et il est associ¢é a une augmentation du nombre de vésicules
synaptiques relachées a 1’arrivée d’un potentiel d’action (Fahim, 1997). Une autre étude a
montré qu’une stimulation chronique du nerf (activité chronique présynaptique) dans un modele
de grenouille est associée a une diminution de la transmission basale, une diminution des
phénomenes de facilitation pairée et de dépression synaptique, tandis que I’augmentation
synaptique suivant un train de stimuli a haute fréquence est plus importante (Belair et al., 2005).
Une manipulation qui inhibe I’activité synaptique, par un blocage chronique des récepteurs
nicotiniques, est plutdt associée a une diminution de plusieurs phénomeénes de plasticité

synaptique (Belair et al., 2010).

D’autre part, les modifications synaptiques peuvent également impliquer des interactions
neurone-glie. Nous avons précédemment vu que les CSPs ont la capacité de moduler 1’activité
synaptique, a la hausse ou a la baisse, ce qui leur octroie un puissant contrdle sur 1’efficacité
synaptique et un réle important dans les capacités d’adaptation de la JNM. En effet, plusieurs
formes de plasticité synaptique a court-terme et long-terme sont médiées par ces cellules gliales.
D’abord observées chez la grenouille, les CSPs peuvent influencer a la hausse ou a la baisse la
dépression synaptique endogeéne évoquée par un train de stimulation de 1’axone moteur
(Robitaille, 1998; Castonguay and Robitaille, 2001). Aussi observée chez la souris, les CSPs
régulent la dépression synaptique endogéne et la potentialisation synaptique endogene suivant
deux patrons de stimulations différents de I’axone moteur (Todd et al., 2010). En surcroit,
I’activation des mécanismes des CSPs (protéine G et/ou activit¢ calcium-dépendante) est
suffisante pour induire une dépression synaptique ou une potentialisation synaptique (Robitaille,

1998; Castonguay and Robitaille, 2001; Todd et al., 2010).

Ainsi, les CSPs régulent une gamme de formes de plasticité synaptique et il est important
de mentionner que 1’ablation des CSPs induit a long-terme (plusieurs jours) un affaiblissement
persistant de la transmission synaptique, suggérant une participation gliale dans la stabilit¢ a
long-terme de ’activité synaptique (Reddy et al., 2003). Les CSPs sont donc des régulateurs
importants de 1’activité synaptique et ces cellules gliales adaptent la transmission synaptique a
la hausse ou a la baisse en fonction du contexte synaptique, toutefois qu’en est-il de cette
régulation gliale dans un environnement synaptique altéré tel qu’observé lors du vieillissement

normal non-pathologique?
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1.3 La jonction neuromusculaire sénescente

Nous avons précédemment vu que les €léments présynaptique, postsynaptique et glial
de la JNM sont hautement organisés et régulés dans le but de maintenir une transmission
synaptique fiable pour le controle moteur. En plus, elle posséde des mécanismes d’adaptation et
de réparation importants pour préserver le plus possible 1’efficacité de la JNM. Cependant, lors
du vieillissement, on observe a la JNM des altérations des propriétés synaptiques et gliales, des
altérations structurelles et méme des phénoménes de dénervations fonctionnelles. Nous allons
aborder en détail ces différentes altérations et tenter d’éclaircir les mécanismes qui peuvent les
sous-tendre, puisqu’il est primordial de comprendre cette dégénération de la JNM qui est une
cause majeure de 1’affaiblissement neuromusculaire des personnes agées (Jang and Van

Remmen, 2011; Gonzalez-Freire et al., 2014).

1.3.1 Les changements structurels de la JNM

Des changements morphologiques de I’élément présynaptique et postsynaptique ont été
extensivement reportés chez ’animal 4gé (Fahim and Robbins, 1982; Rosenheimer, 1990;
Valdez et al., 2010; Deschenes, 2011; Hepple and Rice, 2016), dont certains sont communs et
phénotypiques de la JNM sénescente. Notamment pour 1’¢lément présynaptique, on observe un
amincissement de la terminaison axonale avec quelques régions anormalement gonflées et une
augmentation du nombre d’embranchements. Quant a I’élément postsynaptique, les replis
jonctionnels riches en nAchRs paraissent fragmentés en plusieurs petits ilots qui occupent une
surface postsynaptique totale diminuée avec une moins grande densité en nAchRs. Ensemble,
ces changements morphologiques vont contribuer a la dispersion du contact synaptique, mais
trés important, ils vont aussi étre accompagnée d’une perte du couplage synaptique. En effet,
certains ilots ou régions postsynaptiques vont étre dépourvus d’innervation, un phénomene
appelé dénervation partielle. Alors que certaines JNMs vont méme paraitre complétement
dépourvues de leur innervation et ce phénomene est souvent observé plus tardivement dans le
vieillissement (Valdez et al., 2010). Ces formes de dénervation partielle et compléte vont
directement compromettre le fonctionnement de la JNM. Toutefois, la relation entre ces
changements morphologiques de la JNM sénescente et la perte du contact synaptique ne sont

pas encore bien comprises (Deschenes, 2011; Hepple and Rice, 2016), mais quelques signes
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morphologiques témoignent que des processus de réparation sont en cours chez I’animal agé,

probablement pour tenter de compenser 1’instabilité du contact synaptique.

Effectivement, la terminaison axonale et les CSPs présentent parfois des prolongements
a I’extérieur de la région synaptique (Valdez et al., 2010)(Krief et al., 2018; article du laboratoire
en révision). Les prolongements gliaux sont des processus qui peuvent étre enclenchés lorsque
la fonction synaptique est altérée. Ainsi, ces prolongements peuvent permettre de former des
ponts gliaux pour guider les prolongements axonaux vers la réinnervation de JNMs dégénérées.
Une question importante se pose : comment se fait-il que certaines JNMs paraissent dénervées
et dégénérent alors que des mécanismes de réparation semblent persister chez I’animal agé
(Valdez et al., 2010; Jang and Van Remmen, 2011; Kang and Lichtman, 2013)? En fait, les
altérations morphologiques reportées chez I’animal 4gé sont en grande partie des observations
a un temps précis d’un tissu fixé, alors que I’organisation et la réparation de la JNM sont des

mécanismes relativement dynamiques (Rich and Lichtman, 1989; Kang and Lichtman, 2013).

Une telle question peut étre répondue a 1’aide d’imagerie in vivo des JNMs de 1’animal
a différents temps au cours de son vieillissement. C’est I’étude qui a été réalisée par (Balice-
Gordon, 1997). Elle a observé qu’entre le 121°™ et le 18°™ mois de vie de la souris C57BL6
(un peu plus qu’a la moitié de sa longévité), les INMs présentaient quelques altérations du
contact synaptique, mais qui étaient fortement réparées et compensées. Toutefois, ces capacités
de compensation étaient altérées apres le 18'°™ mois, puisque les INMs renouvellement formées
¢taient moins stables et elles dégénéraient en I’espace de quelques semaines. Aussi, les INMs
semblaient beaucoup plus vulnérables a la dénervation. Entre le 24°™ et le 36"™ mois, les
JNMs étaient en grande partie dénervées de manicére partielle ou complete. Ainsi, les
mécanismes de réparation dépendants des CSPs semblent altérés chez I’animal agé puisqu’ils
ne semblent plus étre en mesure de compenser pour 1’instabilit¢ de la JNM. Nous aborderons

plus en détails la fonction des CSPs avec I’age dans une prochaine section (section 1.3.3.4).

Somme toute, tous ces changements morphologiques de la JNM couplée a I’instabilité

du contact synaptique laissent présager une communication synaptique compromise.
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1.3.2 Les altérations synaptiques

En considérant les atteintes structurelles de la JNM et la diminution de la densité de la
ZA (Chen et al., 2012; Badawi and Nishimune, 2018), on s’attendrait a observer une diminution
de la transmission synaptique. Plutot, des études ont observé une augmentation de la taille des
PPMs avec 1’age pour certains muscles, en grande partie associée a une augmentation du
contenu quantique (Banker et al., 1983; Kelly and Robbins, 1983; Fahim, 1997). Cette libération
plus importante de neurotransmetteurs a été¢ proposée comme une forme de compensation qui
survient avec 1’age. En effet, I’augmentation du contenu quantique semble corrélée avec la
diminution du nombre de vésicules synaptiques, la diminution de la surface présynaptique et de
dénervation partielle (Kelly and Robbins, 1983; Jang and Van Remmen, 2011). Malgré tout,
I’amplitude du PPM diminue de mani¢re plus importante chez [’animal agé pour des
stimulations répétées de 1’axone moteur (Banker et al., 1983; Badawi and Nishimune, 2018).
Donc, la neurotransmission chez I’agée semble compenser pour de faible activité, mais elle se
fatigue trés rapidement lorsque les JNMs sont fortement activées telles que normalement
observées durant un exercice musculaire demandant (Boyas and Guevel, 2011). De plus, des
altérations des récepteurs présynaptiques ont aussi été¢ observées. Notamment, 1’activation des
récepteurs a ’adénosine Axa, associé au renforcement synaptique, est fortement diminuée avec
I’age, alors que I’activation des récepteurs a 1’adénosine Aj, associés a I’affaiblissement

synaptique, est conservée (Pousinha et al., 2012).

En considérant le tout, la communication synaptique semble préservée, mais la JNM
tend davantage a s’affaiblir et la neurotransmission se fatigue rapidement pour des activations
répétées. Considérant I’impact que cela peut avoir sur la fonction motrice des personnes agées,
il est crucial d’identifier les mécanismes qui peuvent sous-tendre ces altérations de la

communication synaptique, mais aussi les altérations morphologiques de la JNM.

1.3.3 Mécanismes sous-tendant la dégénérescence de la JNM

sénescente

Quels mécanismes dépendants de 1’age sont responsables des altérations

morphologiques et fonctionnelles de la JNM? Quelques pistes ont été proposées pour expliquer
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ces altérations : les lésions des fibres musculaires, des altérations mitochondriales, des

altérations des facteurs trophiques et des altérations de la régulation gliale.

1.3.3.1 Lésion des fibres musculaires

Lorsqu’une fibre musculaire dégéncre, elle est régénérée ou remplacée par une autre
fibre musculaire. Un indicateur important de ce phénomeéne est la présence de noyaux cellulaires
au centre de la fibre, alors qu’ils sont normalement distribués spatialement en périphérie
(Bruusgaard et al., 2003; Valdez et al., 2010). Ce phénomeéne de noyaux centralisés est observé
5 a 10 fois plus souvent chez 1’animal agé, suggérant que les 1ésions musculaires sont plus
fréquentes avec I’age et ne sont pas rares chez I’animal agé (12-18% des fibres musculaires pour
différents muscles de la jambe) (Valdez et al., 2010). Ce phénomeéne est important puisqu’il peut
sous-tendre des changements morphologiques de la JNM. En effet, pendant la régénération de
la fibre musculaire, la terminaison axonale se rétracte et un processus de réinnervation est
enclenché (Rich and Lichtman, 1989). Une étude a montré qu’apres la reformation du contact
synaptique, la terminaison axonale présentait des changements morphologiques par rapport a sa
structure initiale (Li and Thompson, 2011). Il est possible que ce remodelage présynaptique
suivant la dégénération de la fibre musculaire explique celui observé chez I’animal agé. En plus,
une seule lésion musculaire lors du vieillissement est suffisante pour entrainer une
fragmentation abrupte de la plaque motrice (Li et al., 2011). En somme, des 1ésions musculaires
plus fréquentes avec 1’age sont une premicre piste pour expliquer le remodelage de la JNM

sénescente.

1.3.3.2 Altérations des mitochondries

Les mitochondries sont une composante essentielle pour les besoins énergétiques des
cellules, mais des mutations trés fréquentes avec 1’dge sont observées au niveau de I’ADN
mitochondrial et celles-ci vont altérer leurs fonctions (Chan, 2006). Cela peut avoir un impact
sur les fonctions cellulaire et particuliere au niveau de la terminaison axonale ou les
mitochondries sont particulierement importantes pour subvenir aux mécanismes tres
énergivores de la libération de neurotransmetteurs. Ces altérations mitochondriales vont aussi

augmenter le niveau de dérivés réactifs a I’oxygene (de I’anglais, ROS), qui vont endommager
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plusieurs composantes cellulaires (Chan, 2006) jusqu’a contribuer a la mort cellulaire. Ainsi,
les altérations mitochondriales accompagnées des ROS peuvent toucher toutes les composantes
cellulaires de la JNM et conséquemment compromettre la fonction de la JINM (Short et al., 2005;

Jang and Van Remmen, 2011).

1.3.3.3 Altérations des facteurs trophiques et autres molécules de

maintenance synaptique

Les interactions entre la terminaison axonale du motoneurone, la plaque motrice et les
CSPs sont critiques pour le développement, le maintien et la survie de la synapse (Jang and Van
Remmen, 2011), particulierement par des échanges de facteurs trophiques. Par exemple,
certaines neurotrophines tels que BDNF, NT-3 et NT-4 vont jouer un réle important dans la
maintenance des récepteurs nAChRs (Jang and Van Remmen, 2011). Un autre facteur trophique
a la JNM, le GDNEF, est un facteur de survie important pour le motoneurone (Henderson et al.,
1994). Le GDNF peut aussi remodeler la structure synaptique avec des changements similaires
a ceux observés chez 1’animal agé, en plus de promouvoir le maintien du contact synaptique
(Gyorkos and Spitsbergen, 2014). L’implication des neurotrophines dans la dégénérescence de
la JNM n’est pas encore bien comprise, mais les neurotrophines pourraient certainement étre

des candidates intéressantes (Balice-Gordon, 1997; Jang and Van Remmen, 2011).

D’autre part, I’agrine est un protéoglycane qui peut €tre secrété autant par la terminaison
axonale que par les CSPs (Yang et al., 2001) et qui joue un rdle essentiel pour la formation de
la JNM et le maintien du contact synaptique chez 1’animal adulte (Samuel et al., 2012). Des
altérations du clivage de I’agrine sont associées a la fragmentation de 1’¢lément postsynaptique
(Butikofer et al., 2011) et I’augmentation de I’expression de I’agrine dans un mode¢le de souris
Egr-17 entraine des altérations fonctionnelles et morphologiques semblables a celles observées

au cours du vieillissement (MacDonald et al., 2017).

Ces molécules qui promeuvent le maintien synaptique soulignent I’importance de la
signalisation cellulaire entre les différents ¢léments de la JNM. Il est possible qu’avec 1’age
plusieurs interactions a la JNM tripartite, y compris via les facteurs trophiques et d’autres

molécules de maintenance, soient compromises de prime abord par des altérations intrinséques
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d’un des ¢léments cellulaires. Nous allons explorer les altérations de la CSP comme un candidat

central dans la dégénération de la JNM.

1.3.3.4 Altération de la régulation synaptique par les CSPs

Les CSPs vont aussi présenter des changements morphologiques et fonctionnelles chez
I’animal agé. Notamment, le cytoplasme des CSPs parait plus dense en débris cellulaires et leurs
prolongements paraissent moins “’fins’’ (Ludatscher et al., 1985). De plus, une récente étude de
notre laboratoire (Krief et al., 2018; en révision) a révélé que la contribution des récepteurs
gliaux muscariniques et purinergiques a la détection de I’activité synaptique était largement
débalancée avec une activation muscarinique diminuée. Ensemble, ces altérations gliales

pourraient compromettre leur régulation synaptique.

En effet, les CSPs vont adapter leur régulation en fonction de I’environnement
synaptique pour promouvoir la réparation de la JNM ou pour promouvoir la régulation de
I’activité et la stabilit¢ de la JNM (Ko and Robitaille, 2015). Or, plusieurs évidences nous
laissent croire que les CSPs vont concentrer leur régulation dans la réparation de la JNM
sénescente. D’abord, la présence de débris cellulaires dans les CSPs est un indicateur de
processus de phagocytose, un phénoméne commun lors de la réparation de la JNM (Duregotti
et al., 2015). De plus, une diminution de la contribution muscarinique des CSPs est associée a
une augmentation de leur expression de GFAP et a un phénotype de réparation de la JNM
(Georgiou et al., 1999). En surcroit, des processus de réparation des JNMs ont été largement
observés chez I’animal agé (Balice-Gordon, 1997; Valdez et al., 2010)(Krief et al., 2018).
Etonnamment, toutes ces évidences d’un phénotype de réparation de la JNM sénescente
coincident avec une instabilité du contact synaptique et a un affaiblissement de la fonction
synaptique chez ’animal 4gé (Jang and Van Remmen, 2011; Badawi and Nishimune, 2018).
Dé¢s lors, des altérations dans la régulation par les CSPs pourraient-elles contribuer aux
altérations dans la maintenance et la fonction synaptique observées a la JNM sénescente et

possiblement mener a sa dégénération?
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Objectifs

Etant donné que les propriétés des CSPs sont altérées a des ages ou I’intégrité de la JNM
est compromise par des dénervations fonctionnelles plus fréquentes et des altérations de la
fonction synaptique. Nous émettons [’hypothése que les altérations synaptiques observées a la

JNM sénescente sont en partie causées par une dysrégulation des CSPs (Figure 1.6).

Fonction altérée

Figure 1.6. Hypothése d’un déréglement de la régulation gliale a la JNM sénescente. Une
forte activité synaptique a la JNM agée (1) active les récepteurs gliaux, avec une activation
muscarinique (M) diminuée (2), et meéne a une ¢élévation calcique des CSPs (3) (Krief et al.,
2018; en révision). Puis, cette activité calcique gliale est associée a un affaiblissement de la
transmission synaptique (Krief et al., 2018; en révision). Nous avons donc émis 1’hypothese de
travail que les CSPs régulaient, de manicre calcium-dépendante, 1’activité synaptique a la JNM
sénescente (4) et I’affaiblissement de la transmission synaptique (6). De plus, cette régulation
gliale a la JNM agée serait médiée par les récepteurs présynaptiques a 1’adénosine, puisqu’ils
sont des effecteurs importants de la modulation gliale (Todd et al., 2010) et que des altérations

de ces effecteurs ont dé¢ja été reportées chez I’animal agé (Pousinha et al., 2012).
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Ainsi, les objectifs de notre ¢tude étaient d’évaluer les changements des propriétés de la
transmission synaptique lors du vieillissement normal et d’investiguer le role des CSPs dans ces
altérations synaptiques. Pour ce faire, nous avons opté d’expérimenter uniquement des souris
males pour éviter I’influence importante du sexe sur le vieillissement biologique (Austad and
Fischer, 2016). Puis, notre mode¢le d’étude neuromusculaire a été le muscle de 1’oreille levator
auris longus (LAL) avec son innervation, puisque le LAL est un excellent mod¢ele d’étude
¢lectrophysiologique (Angaut-Petit et al., 1987; Erzen et al., 2000) et qu’il ne devrait pas étre
directement sollicité lors de la locomotion de la souris. Nous avons d’autant plus validé ce
modele a I’aide de marquages immunohistochimiques des JNMs et de mesures de masses
musculaires avec 1’dge. Puis, nous avons essentiellement réalis¢ des enregistrements
¢lectrophysiologiques pour caractériser les propriétés de transmission et de plasticité
synaptique. Ensuite, nous avons adapté une stratégie pour manipuler sélectivement ’activité
calcique gliale afin d’identifier 1’implication gliale dans les propriétés de transmission
synaptiques de la JNM sénescente. Finalement, nous avons aussi voulu investiguer, a 1’aide
d’une approche pharmacologique, I’implication des récepteurs a I’adénosine dans les propriétés

de la transmission et de plasticité synaptique dans un contexte de vieillissement.
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes

2.1 Animaux

Toutes les expérimentations animales ont été¢ approuvées par le comité de déontologie
de I’expérimentation sur les animaux (CDEA) de I’Université de Montréal et elles ont été
réalisées conformément aux normes du Conseil canadien de protection des animaux (CCPA).
Des souris males CD1 de 21 jours post-natal (P21) ont ét¢ commandées de Charles River et ces

animaux ont été hébergés trois par cage avec un acces illimité a une roue de course (Figure 2.1).

Figure 2.1. Roue de course en plastique (fast-trac) montée sur un igloo
pour souris (Bio Serv). Image adaptée de (Walker and Mason, 2018) avec

| les droits d’auteur et de reproduction obtenues de Elsevier.

Ces souris ont ét¢ maintenues dans les installations de 1’Université de Montréal, dont plusieurs
sur une longue période (>24mois) pour former la colonie de souris vieillissante. Les souris de
la colonie vieillissante ont été pesées de mani¢re mensuelle et toutes les souris ont été suivies
régulierement pour leur état de santé par des techniciennes animaliéres en coopération avec
notre laboratoire. Les souris ont été sacrifiées par inhalation d’une forte dose d’isoflurane, et ce,
a différents groupes d’age expérimental : P80-100 (jeune adulte; 3M), P660-780 (agée; 24M) et
P840-930 (tres agée; 30M).

2.2 Préparation nerf-muscle

Le muscle de loreille, le levator auris longus (LAL), a été disséqué avec son
innervation, puis a été maintenu et tendu par des aiguilles dans une chambre recouverte de
sylgarde et remplie d une solution physiologique oxygénée de Ringer Rees (en mM) : 110 NaCl,
5 KCl, 1 MgCl,, 25 NaHCO3, 2 CaCly, 11 glucose, 0.3 glutamate, 0.4 glutamine, 5 BES, 4.34

x1077 cocarboxylase et 3.6 x 107 chlorure de choline. Pendant les expérimentations, la

41



préparation nerf-muscle a été continuellement perfusée de solution physiologique oxygénée

(95% 02, 5% CO») a 27-30 °C.

Figure 2.2. Représentation de la préparation neuromusculaire. Le muscle levator auris
longus (LAL) composé d’une région rostrale (R) et caudale (C), a été disséqué de la souris et, a
droite, maintenue par des aiguilles (fleche bleue) sur une chambre recouverte de sylgarde et
remplie de solution physiologique oxygénée. Uniquement les JNMs de la région R, délimitée
par les lignes rouges, ont été considérées pour les expérimentations puisqu’une différence de
vulnérabilité des JNMs a déja été observée entre la région C et R dans des conditions

pathologiques (Murray et al., 2008). Echelle = 4 mm

2.3 Immunohistochimie

Suivant les expériences physiologiques, un marquage immunohistochimique des trois
¢léments de la JNM a été réalisé, tel que décrit ailleurs (Todd et al., 2010; Arbour et al., 2015).
Les muscles ont été fixés dans une solution de 4% formaldéhyde (diluée dans du PBS) pendant
10 minutes a température piece et ont été perméabilisés dans du méthanol 100% pendant 6 min

a -20 °C. Puis, les sites de marquage non-spécifiques ont été bloqués par incubation avec 10%
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de sérum d’ane normal (dilué¢ dans du PBS contenant 0.01% Triton X-100) pendant 20 minutes.
Tous les anticorps utilisés ont été dilués dans une solution PBS avec 0.01% Triton X-100 et 2%
de sérum d’ane normal. Les préparations musculaires ont ét¢ incubées pour marquer les CSPs
avec ’anticorps primaire de lapin anti-S100B (1:250, Dako) pendant 2 heures a température
piece. Puis, I’axone moteur et la terminaison axonale ont ét¢é marqués en méme temps par
incubation des anticorps primaires anti-Neurofilament Moyen (NF-M) de poulet (1:2000,
Rockland) et anti-Synaptic Vesicle protein 2 (SV2) de souris (1:2000, DSHB) pendant 2 heures
a température piece. Par la suite, les anticorps secondaires (1:500, Jackson Immunoresearch)
ont été incubés ensemble a température picce : le [gG1 Alexa Fluor 488 (anti-chévre), le IgG1
Alexa Fluor 647 (anti-lapin) et le IgY Alexa Fluor 488 (anti-poulet). Les récepteurs nicotiniques
ont ét¢ marqués par incubation d’alpha-bungarotoxine couplé a de 1’Alexa fluor 594 (a-Btx,
1:500) pendant 45 minutes a température piece. Apres chacune des incubations (sauf pour le
blocage non-spécifique), les préparations ont été rincées avec une solution de PBS et de 0.01%
Triton X-100. Les préparations ont été montées sur lame avec un agent de montage et de
protection pour la fluorescence (de ’anglais ProLong Gold antifade, Invitrogen) contenant du
DAPI, un marqueur fluorescent trés spécifique a ’ADN permettant de visualiser les noyaux
cellulaires. Toutes les images de marquages immunohistochimiques ont été observées par
microscopie confocale (Olympus FV100) et aucune manipulation des images n’a été réalisée

apres leur acquisition.

2.4 Electrophysiologie

Méthode

L’innervation du muscle LAL a été aspirée a 1’aide d’une électrode de succion remplie
de solution saline Ringer Rees pour permettre la stimulation, notamment, des axones moteurs.
L’intensité de stimulation a été ajustée de maniere supraliminaire (2 fois le seuil de contraction
du muscle) avec une durée d’impulsion dépolarisante de 0.1 ms. Les stimulations ont été
évoquées a I’aide d’un stimulateur programmable (GRASS S88) couplé a un isolateur de
stimulus (Isoflex, A.M.P.I). La contraction musculaire a ét¢ empéchée en bloquant partiellement
les récepteurs nicotiniques a I’aide de D-tubocurarine hydrochloride pentahydrate (3.65-3.85

pM, Sigma). Il est important de mentionner que le choix d’antagoniste des récepteurs
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nicotiniques n’a pas d’influence sur les phénomenes de plasticité synaptique a la JINM (Todd et
al., 2010). Pour certaines expériences spécifiques (section éveénements spontanés et force
synaptique), la contraction musculaire a plutot été empéchée en perfusant une solution Ringer
Rees modifiée avec une concentration faible en Ca** (1 mM) et forte en Mg** (7 mM).

Des enregistrements intracellulaires du potentiel de plaque motrice (PPM) ont été
réalisés a 1’aide de fines microélectrodes en verre (40-80 MQ, remplies de 3M KCl) tirées a
I’aide d’un tireur d’¢lectrodes de modéle P-97 (Sutter instruments). Les signaux
¢léctrophysiologiques ont été captés et amplifiés (10X) a I’aide du Neuroprobe amplifier model
1600 (A-M Systems Inc.); filtrés passe-bas (2 kHz) et amplifiés a nouveau (100X) a I’aide du
DC amplifier/filter (Warner instruments Corp); avant d’étre digitalisés par le BNC2110
(National instruments) vers le logiciel d’acquisition WinWCP (John Dempster, Université de
Strathclyde, Strathclyde, Royaume-Uni). Des critéres d’exclusion tel que décrit par (Tremblay
et al., 2017) ont été appliqués; les enregistrements ont été rejetés lorsque le potentiel
membranaire au repos de la fibre musculaire était plus dépolarisé que -65 mV et lorsque ce

potentiel de repos variait de plus de 5 mV entre le début et la fin de I’expérience.

Plasticité synaptique

L’activité synaptique évoquée par la stimulation de I’innervation du LAL, qui
correspond au PPM, a été évalué par des stimulations de 0.2 Hz, une fréquence qui n’a pas
d’effet sur celle-ci (Todd et al., 2010). Des trains de stimulations a haute fréquence (SHF; 100
Hz pour 5 s), un patron d’activité physiologique des UMs rapides (Hennig and Lomo, 1985) tels
que retrouvées pour le muscle LAL (Erzen et al., 2000), ont été utilisés pour générer des
phénomeénes de plasticité synaptique. Ainsi, I’étude de la plasticité synaptique a été réalisée a

I’aide du paradigme de stimulation illustré et décrit dans la Figure 2.3.
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Stimulation basale-0.2Hz --------
Stimulation a haute fréquence (SHF) - 100 Hz it

10min 5s 85s 5s 85s ﬁ 30 min
Plasticité: D G - G L X ] L]

e Dépression synaptique
=== Augmentation synaptique
= Plasticité a long-terme

Figure 2.3. Paradigme de stimulation. Le niveau basal de la transmission synaptique a été
obtenu a partir de stimulation de 0.2 Hz pendant 10 min; a été suivi par trois SHF séparées par
85 s d’enregistrement a 0.2 Hz ; puis la transmission synaptique a été évaluée sur une période
de 30 a 45 min. L’amplitude des PPMs a été¢ normalisée a partir de ’amplitude moyenne des
PPMs 10 minutes avant la premiére SHF (amplitude basale des PPMs). La dépression
synaptique (ligne rouge) a été définie comme 1’amplitude moyenne des PPMs a chaque seconde
durant la SHF (100 PPMs par seconde). L’augmentation synaptique (ligne bleue) a été définie
comme [’amplitude moyenne des 15 premiers PPMs immédiatement aprés chacune des trois
SHF. La plasticité synaptique a long-terme (ligne rose) a été définie comme 1’amplitude

moyenne des PPMs entre la 25°™ et la 30°™ minute suivant la premiére SHF.

Pour quelques expériences pharmacologiques, un antagoniste des récepteurs a
I’adénosine Aza (100 nM de SCH58261; Sigma) ou A (5 nM de PSB-36; Tocris Bioscience) a
été ajouté a la solution physiologique. Un agoniste des récepteurs Aza (7.5nM de CGS21680;
Abcam) a aussi €té ajouté a la solution physiologique pour quelques expériences. Une période
d’enregistrement basale de 20 min suivant I’application de I’antagoniste présynaptique a été
ajouté avant de générer les HFS, afin d’évaluer I’effet de la drogue sur la transmission basale.
Les différences dans la transmission synaptique basale avec la drogue ont été calculées en
comparant 1’amplitude moyenne des PPMs des 5 dernieres minutes avant 1’application de la
drogue avec I’amplitude moyenne des PPMs entre la 15M et la 20°™ minute suivant

I’application de la drogue. Pour les changements de la transmission basale avec la technique
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d’¢lectroporation de cellule unique, les PPMs ont été enregistrés pendant au moins 10 minutes
avant et 10 minutes apres 1’¢électroporation d’une ou de plusieurs CSPs a la JNM.
Evénements spontanés, évoqués et contenu quantique

Pour étudier les propriétés synaptiques, les événements spontanés et évoqués ont été
évalués a partir des méthodes décrites par (Tremblay et al., 2017). D’abord, les événements
spontanées ou potentiels de plaques motrices miniatures (PPMms) ont été enregistrés en absence
de stimulation sur une période d’au moins 5 minutes. L’amplitude des PPMms a été¢ mesurée a
partir des 100 premiers événements spontanés et la fréquence des PPMms a été calculée en
divisant le nombre d’événements spontanés observé (au moins 100 PPMms) sur la période
d’observation. A la méme JNM, des PPMs ont été évoqués par des stimulations pairées de 15
ms d’intervalle (0.2 Hz par paire de stimulation) sur une période de 10 a 15 min. La facilitation
pairée a été calculée en divisant I’amplitude moyenne des PPMs de la deuxiéme stimulation sur
I’amplitude moyenne des PPMs de la premicre stimulation (au moins 120 PPMs par
stimulation). Le contenu quantique a été calculé par I’amplitude moyenne des PPMs de la
premicére stimulation divisée (incluant les échecs) par I’amplitude moyenne des PPMms tel que

décrit par (Del Castillo and Katz, 1954; Tremblay et al., 2017).

2.5 Chargement des CSPs

Electroporation a cellule unique

La méthode d’¢électroporation de cellule unique a été adaptée pour les CSPs (Nevian and
Helmchen, 2007; Darabid et al., 2013). Des micropipettes en verre (1.0 mm OD; ~ 7 MQ) ont
été remplies d’une solution physiologique contenant 1’indicateur Ca** Fluo-4 salt (800 pM;
Invitrogen), I’indicateur morphologique Alexa 647 hydrazide (500 uM; Invitrogen) ou Alexa
594 hydrazide (500 uM; Invitrogen) et pour certaines expériences spécifiques des chélateurs
calciques BAPTA salt (4 mM; Invitrogen). La solution des micropipettes d’¢lectrodes a été
corrigée pour respecter les concentrations normales de Ringer Rees. La micropipette a été
montée sur un support a pipette muni d’une ¢électrode de stimulation en platine et cette électrode
a été connectée a un isolateur de stimulus (Isoflex, A.M.P.I). L’électrode de référence a été

positionnée en contact avec la solution extracellulaire.
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Les CSPs ont ¢été localisées en lumicre transmise; facilement identifiables par leur
présence en couverture sur la JNM et leur forme de soma distincte. La micropipette
d’électroporation a été rapprochée tres pres (quelques um) d’un corps cellulaire de CSP, sans le
toucher, a I’aide d’un micromanipulateur. Une a trois stimulations (impulsions négatives de
forme carrée) d’une durée de 10 ms et d’une amplitude de 15 V ont été appliquées pour
perméabiliser momentanément la membrane cellulaire de la CSP et permettre 1’introduction de

molécules (voir Figure 2.4).

1L 15V
Alexa 647 salt 10 ms
Fluo-4 salt

+ Bapta

=~

La méme procédure a été appliquée pour les autres CSPs visibles de la méme JNM (au

Figure 2.4. Méthode d’électroporation de

cellule unique pour la CSP.

minimum 2 CSPs par INM) et les CSPs ont été laissé pour une période d’au moins 20 minutes
de repos avant tout autre manipulation. Les procédures ont €t¢ monitorés par microscopie a
épifluorescence et les INMs ont été exclues lorsqu’une CSP ou un élément synaptique a été
touché par la micropipette ou lorsqu’une CSP n’était plus saine (forme anormale). L’identité
des CSPs a été confirmé par leur présence au-dessus des régions synaptiques (postsynaptique

marquée par I’a-Btx).

Par incubation

Pour quelques expériences spécifiques, les CSPs ont été chargées d’indicateurs calciques
a I’aide d’une différente méthode décrite ailleurs (Arbour et al., 2015). Les préparations nerf-
muscle ont été incubées (2 x 45 min, a température piece) d’une solution physiologique Rees
préoxygénée contenant 1’indicateur calcique perméable Fluo-4 AM (15 uM; Invitrogen) et de
I’acide pluronique (0.02%; Invitrogen). Les préparations ont été par la suite perfusées par une

physiologique Ringer Rees oxygénée normale.
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2.6 Imagerie calcique

L’activité des CSPs a été mesurée par imagerie calcique a I’aide d’un microscope Nikon
E600N adapté avec un systeme a épifluorescence. Le filtre d’excitation passe-bande 449-499
nm (Semrock) a été utilisé pour exciter ’indicateur calcique Fluo-4, puis la fluorescence
d’émission traversant un filtre passe-bande 490-540 nm (Semrock) a été détectée a I’aide d’une
caméra digitale (Hamamatsu Orca). L’acquisition des images ont été réalisées a 1’aide du
logiciel MetaFluor (Molecular Devices), contrélant aussi la source d’illumination spectrale
Lamba XL (Sutter Instruments). L’activité calcique des CSPs a ¢été acquise a une fréquence de
2 Hz avec un temps d’intégration de 60 ms. La fluorescence des CSPs a été analysée au niveau
de leur soma et a été soustraite de la fluorescence de 1’arriere-fond (fibre musculaire). Les
expériences présentant un photoblanchiment ont été rejetées. Le changement de fluorescence au

fil du temps (AF/Fo) de I’indicateur calcique a été exprimé par la formule suivante :

(F luorescence — Fluorescence au T@pOS) « 100

Fluorescence au repos

La forme des CSPs a été monitorée pour surveiller la viabilité cellulaire a 1’aide d’images
morphologiques de I’Alexa 594 ou 647 pendant I’électroporation et a la fin des
expérimentations. Aussi, la capacité des CSPs a répondre aux agonistes a été évaluée par
I’application locale d’ATP (10 uM; Sigma) a 1’aide d’une micropipette de verre (1.2 mm OD;
5-8 MQ) dont une pression positive (20psi, 150ms) a été envoyé par un Picospritzer II (General

Valve).

Pour retrouver les JNMs en immunohistochimie, la préparation a été incubée pendant 15
minutes de a-Btx (1 :150) pour marquer les plaques motrices et des images (CSPs + plaque

motrice) ont €été acquises, en plus de reperes musculaires.

2.7 Analyse statistique

Les résultats sont présentés par la moyenne + I’erreur type de la moyenne. N correspond
aux nombres d’animaux ou muscles et n correspond aux nombres de JNMs ou de CSPs. A moins
d’étre mentionné, une seule JNM a été enregistrée et conservée par muscle. Des tests de t non

pairés ont été effectués pour comparer deux conditions ou groupes d’ages provenant de deux

48



expériences différentes. Lorsque les données n’étaient pas conformes a la normalité ou que le
nombre de répliquas n’était pas suffisant pour tester la normalité, le test non paramétrique de
Mann-Whitney U a été effectué. Une ANOVA avec des tests post-hoc de Tukey a été effectuée
pour comparer au moins trois conditions différentes. Pour ce dernier test, lorsque la normalité
des données ne pouvait étre testée ou n’était pas conforme, un test de Kruskal-Willis (données
non pairées) ou un test de Friedman (données pairées) a été utilisé¢ avec des tests post-hoc de
Dunn. Finalement, une correction de Bonferroni a été appliquée lorsque des données ont été
réutilisées pour deux tests statistiques différents. Les analyses ont été considérées comme étant

significatives avec un intervalle de confiance de 95% (p < 0.05).
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Chapitre 3 : Résultats

Pour investiguer le role des CSPs a la JNM sénescente, nous avons d’abord confirmé la
présence de phénotype du vieillissement neuromusculaire pour notre modéle d’étude, le muscle
de I’oreille LAL. Puis, nous avons caractérisé les propriétés synaptiques de transmission et de
plasticité a I’aide d’enregistrements ¢€lectrophysiologiques de JNMs de souris adultes (3M),
agées (24M) et tres agées (30M). Par la suite, nous avons adapté une méthode d’électroporation
de cellule unique pour abolir spécifiquement I’activité calcique des CSPs et examiner leurs
implications dans les altérations synaptiques aux JNMs de 3M et 24M. Finalement, les
effecteurs présynaptiques de la modulation gliale dépendante ont été¢ étudiés par des

manipulations pharmacologiques.

3.1 Le muscle LAL est un bon modéle d’étude du vieillissement neuromusculaire

Le vieillissement est caractérisé par des changements dans la masse corporelle de
I’individu et spécialement par une perte de la masse musculaire (Goodpaster et al., 2006). Par
conséquent, nous avons voulu valider ces changements pour les souris CD1 et notre modele
d’étude. La Figure 3.1A montrent que les souris CD1 prennent graduellement de la masse
corporelle avec 1’age, de 3 mois (42.22 £1.014 g; N=18) a 24 mois (52.76 £2.82 g; N=17), mais
tendent a perdre de la masse a des stades plus avancés du vieillissement, tel qu’observé a 30
mois (47.50 £2.19 g; N=6). Une baisse plus tardive de la masse corporelle est généralement
associée a une perte importante de la masse musculaire (Goodpaster et al., 2006). A cet effet,
une perte significative de masse musculaire avec I’age a été observée au niveau du muscle LAL
(ANOVA, p=<0.01; Figure 3.1B). Notamment, ce muscle perd significativement en masse pour
les souris de 24M (6.68 £0.56 mg, N= 11, post-test de Tukey, p<0.05) et de 30M (5.57 +0.69
mg, N=6, post-test de Tukey, p<0.01), en comparaison avec les souris de 3M (8.81 +0.55 mg;
N=16).
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Figure 3.1. Une perte de masse musculaire et des altérations structurelles des JNMs sont
observées avec le vieillissement du muscle LAL. (A) Masse corporelle des souris males CD1
a différents intervalles d’age. (B) Masse du muscle LAL droit des souris 3 mois (3M), 24 mois
(24M) et 30 mois (30M). (C) Images confocales de I’'immunomarquage des JNMs du LAL pour
les différents groupes d’age (3M, 24M et 30M). Les trois ¢léments de la JNM ont été¢ marquées
soient les récepteurs postsynaptiques nicotiniques en rouge (postsynaptique; a-bungarotoxine),
la terminaison axonale en vert (présynaptique; SV-2/NF-M) et les cellules de Schwann en cyan
(glie; S100PB). Notez les ilots postsynaptiques (*) pour la JNM de 24M et observez la proportion
importante d’lots pour la JNM de 30M. Certains ilots vont méme étre dépourvus d’innervation
présynaptique (fleche). Notez aussi la présence de prolongements gliaux, dans ce cas-ci de

cellules de Schwann axonales (0). Echelle : 10 pm. *p< 0.05 et **»<0.01

Un autre phénotype marquant du vieillissement est les altérations morphologiques de la
JNM (Valdez et al., 2010). Plusieurs de ces altérations ont déja été trés bien caractérisées pour
le muscle LAL de souris agées de 24 mois (Krief et al., 2018; en révision) et >30 mois (Valdez
et al., 2012). Tout de méme, nous avons réalisé un immunomarquage des trois ¢léments de la
JNM pour notre modele d’étude (3M, 24M et 30M; Figure 3.1C) afin de valider la présence de
ces changements morphologiques. Tel qu’attendu, une fragmentation de la région
postsynaptique en petits ilots (*) est observée a la Figure 3.1C et ce phénomene est présent sur
toutes les INMs observées de 24M et 30M. Nous avons aussi observé des prolongements gliaux
(Figure 3.1C, 0), mais tres peu de dénervation partielle (Figure 3.1C, fleche) ou totale. En
considérant le tout, notre modele d’¢tude récapitule certains phénotypes importants du
vieillissement neuromusculaire telles que la perte de masse tant corporelle que musculaire ainsi

que des altérations morphologiques des JNMs.

3.2 Les événements spontanés et le contenu quantique des JNMs du LAL sont préservés

lors du vieillissement

Par la suite, nous avons caractérisé les événements synaptiques spontanés et évoqués de
la JNM avec I’age, puisqu’ils sont révélateurs de la fiabilité de la communication synaptique.
Cette caractérisation a été réalisée en perfusant une solution physiologique Ringer modifiée (1

mM Ca**, 7 mM Mg?") et a I’aide d’enregistrements électrophysiologiques intracellulaire.
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Figure 3.2. L’activité spontanée et le contenu quantique ne sont pas altérées lors du
vieillissement du LAL. (A) Exemples de tracés d’enregistrements des PPMms pour des JNMs
de souris agées de 3M (a gauche), 24M (au centre) et 30M (a droite) (B) Histogramme de la
fréquence moyenne + SEM des PPMms. (C) Histogramme de I’amplitude moyenne + SEM des
PPMms. (D) Exemples de tracés des PPMs évoquées par notre protocole de stimulation pairée
(0.2 Hz, 15 ms d’intervalle) pour les INMs de souris agées de 3M (haut), 24M (centre) et 30M
(bas). (E-G) Histogramme de la moyenne = SEM de 1’amplitude des PPMs (E), le contenu
quantique (F) et la facilitation pairée (G).

L’activité spontanée n’est pas altérée avec l’age

En premier, nous avons investigué les changements avec 1’age dans la fréquence et
I’amplitude des événements spontanées. Tel qu’illustré a la Figure 3.2B, les JNMs de souris
agées de 3M montrent une fréquence de PPMms de 1.32 + 0.18 Hz (n=5, N=2), qui ne différe
pas a celle des INMs 24M de 1.21 £ 0.13 Hz (n=10 N=4) et 30M de 1.77 = 0.39 Hz (n=6 N=3).
Ainsi, la fréquence des PPMs ne semble pas altérée avec I’age (Kruskal-Willis, p > 0.05). De
méme, aucune différence n’est observée pour I’amplitude des PPMms (Figure 3.2C, Kruskal-
Willis avec des post-tests de Dunn, p > 0.05) pour les JNMs de souris agées de 3M (0.31 £ 0.05
mV, n=5 N=2), 24M (0.38 £ 0.04 mV, n=10 N=4) et 30M (0.32 = 0.03 mV, n=8 N=3). Donc,
les événements spontanés ne semblent pas altérés avec le vieillissement et I’augmentation du
nombre de (N) de souris 3M permettra de valider cette conclusion. Tout de méme, ces résultats
sont cohérents avec les observations de Banker al. (1983) au niveau du gluteus maximus, mais

des différences ont aussi été observées pour d’autres muscles (voir la revue de Badawi et

Nishimune 2017).

Le contenu quantique et la facilitation pairée sont préservés lors du vieillissement

Suivant ces enregistrements des événements spontanés, les propriétés des événements
évoquées ont été évaluées a 1’aide d’un protocole de facilitation pairée (2 stimulations a 15 ms
d’intervalle) a 0.2 Hz. De ces enregistrements, nous avons mesuré¢ 1’amplitude des PPMs

évoqueée par la premiere stimulation (Figure 3.2D), en incluant les échecs de PPMs. Tel que
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montré par la Figure 3.2E, I’amplitude des PPMs ne semble pas altérée lors du vieillissement
(Kruskal-Willis, p > 0.05), puisque I’amplitude moyenne ne diffeére pas entre les INMs de 3M
(0.71 £ 0.25 mV, n=5 N=2), les JNMs de 24M (0.66 + 0.09 mV, n=10 N=4) et les JNMs de
30M (0.6479 + 0.08 mV, n=8 N=3).

Puis, le contenu quantique a été calculé a partir de I’amplitude des PPMms et des PPMs
pour les différents groupes (Del Castillo and Katz, 1954). Considérant 1’absence d’altérations
significatives pour I’amplitude des événements évoqués et spontanés, nous nous attendions a
observer une préservation du contenu quantique pour notre modéle d’étude. Effectivement, la
Figure 3.2F montre que le contenu quantique semble conservé avec I’age (Kruskal-Willis, p >
0.05). Plus précisément, le contenu quantique des JNMs de 3M est de 2.35 + 0.53 (n=5, N=2),
pour celles de 24M est de 1.79 = 0.15 (n=10, N=4) et pour celles de 30M est de 2.42 + 0.44
(n=6, N=3). Ces résultats pour notre mod¢le d’étude suggérent que 1’augmentation du contenu
quantique avec I’age n’est pas I’'unique destin de la JNM sénescente (Banker et al., 1983; Fahim,

1997).

Finalement, les propriétés présynaptiques de transmission ont aussi été évaluées a I’aide
du ratio de la facilitation pairée. A cet effet, la Figure 3.2G montre que la facilitation pairée tend
a étre conservee lors du vieillissement (Kruskal-Willis, p > 0.05) pour les INMs de 3M (1.25 +
0.05, n=5 N=2), de 24M (1.21 = 0.4, n=10 N=3) et de 30M (1.17 £ 0.03, n=6 N=3). En
considérant le tout, les propriétés de facilitation et le contenu quantique des événements évoqués
ne semblent pas altérés avec I’age pour le LAL. Toutefois, nous sommes conscients qu’il est
nécessaire d’augmenter le nombre de répliquas biologiques (N) pour confirmer ces

observations.

3.3 La plasticité a long-terme est altérée lors du vieillissement

Nos résultats a la JNM montrent que la fiabilité¢ de la communication synaptique tend a
étre conservée avec 1’age. Dés lors, nous nous sommes demandé¢ si les JNMs maintenaient aussi
leur capacité d’adaptation de la transmission synaptique, une propriété essentielle a la synapse
et qui est fortement régulée par les CSPs chez I’animal adulte (Ko and Robitaille, 2015). Nous

avons ainsi examiné¢ la plasticité synaptique des JNMs en réponse a un paradigme de stimulation
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illustré a la Figure 3.3A. Ce paradigme consiste en des stimulations basales de 0.2 Hz avec 3
trains de SHFs (100 Hz pendant 5 secondes) et I’amplitude des PPMs évoquées par ces
stimulations a été enregistrée a 1’aide d’une microélectrode intracellulaire pendant toute la
période de stimulation. Puis, différentes formes de plasticité synaptique pouvant étre régulées
par les CSPs (Robitaille, 1998; Castonguay and Robitaille, 2001; Todd et al., 2010) ont été

analysées dont la dépression synaptique, I’augmentation synaptique et la plasticité a long-terme.

En premier, nous avons analysé la dépression synaptique générée pendant les trains de
SHFs. La Figure 3.3C montre que la dépression synaptique n’est pas influencée par 1’age pour
chacune des SHFs (Figure 3.3C, ANOVA, post-tests de Tukey, p> 0.05). Effectivement, les
JNMs de 3M (N=6) montrent respectivement pendant chacune des SHFs (SHFs 1-3) une
amplitude moyenne des PPMs de 26.32 + 1.81%, 24.92 + 1.88% et 23.65 + 1.94%, comparable
avec les JNMs de 24M (N=6) qui montrent respectivement une amplitude moyenne des PPMs
de 27.12 + 2.14%, 24.73 £+ 0.88% et 23.58 + 0.96%. Ainsi que pour les JNMs de souris 30M
(N=7) qui montrent respectivement une amplitude moyenne des PPMs de 27.10 £20.07%, 25.65
+ 1.65% et 24.04 = 1.53%. Ces résultats suggerent que la dépression synaptique est une forme

de plasticité synaptique bien conservée lors du vieillissement de la JNM.

Par la suite, nous avons analysé une autre forme de plasticité synaptique a court-terme
associée plutot au renforcement de la synapse, soit ’augmentation synaptique survenant apres
chacune des SHFs (Post-SHF 1-3). A cet effet, la Figure 3.3D montre que I’augmentation
synaptique aussi n’est pas altérée avec le vieillissement pour les JNMs (Figure 3.3C, N=6,
ANOVA, p> 0.05). Notamment pour la Post-SHF 1, I’augmentation synaptique était similaire
pour les JNMs 3M, 24M et 30M (post-test de Tukey, p> 0.05) avec respectivement 24.96 +
6.90%, 26.82 £ 5.91% et 32.17 + 4.46%. De méme suivant la Post-SHF 2, I’augmentation
synaptique n’était pas différente pour les JNMs (post-test de Tukey, p> 0.05) avec
respectivement 24.25 + 6.90%, 15.88 = 7.12% et 21.27 + 7.32%. Ainsi que pour la Post-SHF 3,
celle-ci n’était pas différente pour les INMs 3M, 24M et 30M (post-test de Tukey, p> 0.05) avec
respectivement 22.47 = 7.37%, 18.60 £+ 8.24% et 14.13 + 7.46%. Donc, ces résultats révelent
que le phénoméne d’augmentation synaptique n’est pas significativement altéré avec 1’age pour
la JNM. Pris ensemble, ces derniers résultats suggerent que les formes de plasticité a court-terme

de la JNM (dépression et augmentation synaptique) sont bien préservées avec 1’age.
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Figure 3.3. La plasticité synaptique a long-terme de la JNM est altérée lors du
vieillissement. (A) Paradigme de stimulation pour la plasticité synaptique (en haut) avec des
exemples de PPMs (en bas) pour la stimulation basale, les stimulations a haute fréquence (SHF
1-3), suivant les SHFs (post-SHF 1-3) et 30 min suivant la premiére SHF (long-terme). (B)
Amplitude normalisée des PPMs + SEM pendant le paradigme de stimulation pour les JNMs de
souris adulte (3M; en bleu), agée (24M; en noir) et trés agée (30M; en rouge). Notez les trois
formes de plasticité synaptique observées soient la dépression synaptique (1), I’augmentation
synaptique (2) et la plasticité a long-terme (3). (C) Amplitude normalisée des PPMs = SEM
pendant les SHFs (SHF 1-3) de 5s (100 PPMs par seconde). (D) Histogramme du changement
relatif des 15 PPMs + SEM suivant directement les SHFs (post-SHF 1-3). (E) Histogramme du
changement relatif des PPMs + SEM de la 25°™ 3 la 30°™ minute suivant la premiére SHF.

Echelle : 5 ms (axe horizontal) et 1 mV (axe vertical). *p< 0.05 et **»<0.01

Par la suite, nous avons analysé les formes de plasticité a long-terme en observant les
changements dans 1’amplitude normalisée des PPMs 25 a 30 minutes apres la premiere SHF
(Figure 3.3A, B et E), puisque cette forme de plasticité peut considérablement modifier la
fonction synaptique sur une trés longue période. On observe de profondes altérations dans la
plasticité a long-terme avec 1’age (Figure 3.3E, ANOVA, p< 0.01). Tel qu’illustré par la Figure
3.3B, les INMs de souris 3M (en bleu, N=6) montre une augmentation de la réponse synaptique
persistante sur plusieurs minutes, alors que les JNMs de souris 24M (en noir, N=6) et 30M (en
rouge, N=7) montrent a I’opposé¢ une diminution de la réponse synaptique persistante sur
plusieurs minutes. Il est important de mentionner que les changements relatifs dans 1I’amplitude
du PPM pour les INMs de 3M (Figure 3.3E, 7.48 +2.16%) sont significativement différents
autant pour le groupe 24M (Figure 3.3E, -8.20 £3.85%, post-test de Tukey, p< 0.05) que le
groupe 30M (-12.60 £3.56% post-test de Tukey, p< 0.01). De plus, cette altération révélée dans
la plasticité a long-terme ne semble pas s’aggraver a un age plus avancé, puisqu’aucune
différence n’est observée entre les INMs de souris agées de 24M et de 30M (changement relatif
de I’amplitude du PPM, -8.20 +3.85% vs -12.60 +£3.56%, post-test de Tukey, p> 0.05). En

somme, la plasticité a long-terme est altérée dans un contexte de vieillissement normal et semble
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s’inverser en passant d une potentialisation a une dépression synaptique persistante sur plusieurs

minutes.

Donc, I’analyse des phénomeénes de plasticité synaptique suggere que les mécanismes
de la plasticité a court-terme semblent préservés avec 1’age, alors que les mécanismes qui
médient la plasticité synaptique a long-terme sont profondément altérés pour les souris agées et
trés agées. Ces résultats sont partiellement en accord avec la récente étude de Krief et al. (2018),
qui ont observé des altérations autant dans la plasticité a court-terme que la plasticité a long-
terme pour la souris agée (22M). Pris ensemble, les altérations de la plasticité a long-terme

semblent étre un phénomene cardinal pour la JNM sénescente.

Plusieurs mécanismes peuvent y étre impliqués, mais nous supportons 1’hypothése que
les CSPs contribuent en partie a cette altération de la plasticité a long-terme (Krief et al., 2018),
puisqu’elles ont la capacité de moduler a la hausse ou a la baisse la communication synaptique
et qu’une dysrégulation gliale est suffisante pour inverser les phénoménes de plasticité a long-
terme (Todd et al., 2010). D¢s lors, nous avons décidé d’approfondir notre investigation
uniquement pour les souris de 3M et 24M, puisqu’aucune différence synaptique importante n’est
observée entre les souris de 24M et 30M, puis que les altérations des propriétés des CSPs ont

¢été caractérisées seulement chez les souris de 3M et 24M (Krief et al., 2018).

3.4 Manipulation sélective de ’activité calcique des CSPs

Dans le but d’investiguer la contribution des CSPs aux altérations de la plasticité
synaptique observées plus tot, il est nécessaire de manipuler spécifiquement 1’activité gliale pour
en analyser I’effet sur les phénomenes de plasticité synaptique. Nous avons opté pour la méthode
d’¢électroporation de cellule unique puisqu’elle permet d’introduire des molécules dans des
cellules cibles avec un fort taux de succes et sans affecter les propriétés synaptiques (Nevian
and Helmchen, 2007; Darabid et al., 2013)(Darabid et al., 2018; en révision). Des molécules
altérant I’activité gliale peuvent ainsi étre incorporées dans les CSPs et cette tactique a déja été
utilisée avec succes dans une autre étude pour manipuler les CSPs a la JNM en développement

(Darabid et al., 2018).
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Figure 3.4. La méthode d’électroporation de cellule unique permet de sélectivement
introduire des molécules dans les CSPs sans affecter la transmission synaptique et les
propriétés gliales. (A) Schéma de la méthode d’électroporation de cellule unique pour les CSPs
(en bleu) couplée a I’enregistrement électrophysiologique des PPMs. Un pulse (15 V; 10 ms)
traverse la micropipette d’électroporation pour perméabiliser momentanément la membrane des
CSPs et permettre I’introduction de molécules. (B) Images en fausses couleurs acquises avec un
microscope a épifluorescence et détaillant en séquence 1’¢lectroporation de 2 CSPs pour
introduire les molécules d’Alexa 647 et de Fluo-4. La micropipette d’électroporation est d’abord
positionnée pres d’une CSP par lumiére transmise (-5s), puis un pulse est envoyé pour charger
la premiere CSP (CSP 1), repositionnée avant d’envoyer un autre pulse pour charger la
deuxieme CSP (CSP 2). Noter le chargement sélectif du Fluo-4 dans les CSPs (*) dans I’image
prise 5s aprés le deuxiéme pulse (+5). (C) Images prises a la fin de I’expérience (2h post
¢lectroporation) du marqueur morphologique (Alexa 647), de I’indicateur calcique (Fluo-4) et
du marqueur des récepteurs nicotiniques de la JNM (Btx 594). Noter les CSPs ¢électroporées
situées dans la méme région que les récepteurs nicotiniques. (D) Images des changements Ca**
des CSPs 20 secondes avant I’application locale d’ATP (-20 s), en réponse a ’application d’ATP
(ATP) et 20 secondes apres I’ATP (+20) avec un retour au niveau basal. (E-F) En haut, exemples
de PPM 2 minutes avant 1’électroporation de CSPs (-2), 2 minutes aprés 1’électroporation de
CSPs (+2) et 8 minutes apres 1’électroporation de CSPs (+8) pour les JNMs de souris adultes
(E) et agées (F). En bas, amplitude normalisée des PPMs + SEM 10 minutes avant et 10 minutes
apres 1’¢lectroporation des CSPs (fleche) pour les JNMs d’adulte 3M (E) et pour les JINMs
d’agée 24M (F). (G-I) CSPs chargées par incubation de Fluo-4 AM. En haut, exemple de
réponse calciques de CSPs a I’application locale d’ATP (fleche rouge) avant-apres 20 minutes
d’attente (G), avant-apres 1’électroporation de molécules d’Alexa 647 (H) et avant-apres
I’¢lectroporation de molécules d’Alexa 647 et de Bapta (4 mM) (I). Notez la suppression de la
réponse calcique pour les CSPs électroporées de Bapta (4 mM). En bas, ’amplitude de ces
réponses calciques de CSPs (G-I). (J) Exemple de réponses calciques des CSPs “’Bapta’’ a
plusieurs applications locales de 1’agoniste ATP. Noter la récupération de la réponse calcique
au fil des applications. Echelle B-D : 10 um; Echelle E-F : 5 ms (axe horizontal) et I mV (axe
vertical). ****p<0.0001
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La méthode d’¢lectroporation de cellule unique (Figure 3.4A) consiste a 1’introduction
de molécules chargées dans les CSPs, a I’aide d’impulsion négatives (15 V, 10 ms) dirigée par
une électrode d’¢électroporation (Darabid et al., 2013). En tous temps, 1’indicateur calcique Fluo-
4 a été introduit pour monitorer D’activité calcique des CSPs, en plus de I’indicateur
morphologique Alexa 647 pour monitorer la forme des CSPs. Les CSPs ont été chargées une a
la fois (pour la suite définie comme “’¢lectroporée’’) (Figure 3.4B), mais il est intéressant de
mentionner qu’une diffusion des molécules a aussi été observée (~25% du temps) entre les
CSPs. Tout de méme, au minimum 2 CSPs ont été électroporées pour chaque JNM
expérimentée. Ce nombre correspond généralement a plus de 50% des CSPs, puisqu’on retrouve
en moyenne 3 CSPs a la JNM adulte et agée pour le muscle LAL de souris (Krief et al., 2018;

en révision). De plus, ce ratio est requis pour manipuler la régulation gliale (Todd et al., 2010).

Nous avons d’abord examiné la spécificité et [Defficacité de la technique
d’¢électroporation de cellule unique. La Figure 3.4B montre des séquences tirées d’une vidéo
prise pendant cette méthode d’électroporation pour une souris adulte et on peut observer que
cette méthode est spécifique pour les CSPs (identifié par un *) autant pour les molécules de
Fluo-4 (Figure 3.4B-C) que pour I’ Alexa 647 (Figure 3.4C). Ces molécules introduites dans les
CSPs peuvent rester jusqu’a quelques heures, tel qu’observé pour les images acquises 2h suivant
I’expérimentation a la Figure 3.4C. Il est important de souligner que des résultats similaires de
sélectivité ont été obtenus pour les souris dgées (données non présentées). Par la suite, 1’identité
et la viabilit¢ des CSPs a été vérifiée par leur forme un peu arrondie, leur présence au-dessous
des régions synaptiques identifiées par un marqueur des récepteurs postsynaptiques (Figure
3.4C; Btx 594) et leur capacité a répondre par une élévation calcique a 1’application locale de
I’agoniste ATP (exemple a la Figure 3.4D). D’autant plus important, la Figure 3.4F montre que
I’application de cette méthode sur les CSPs n’influence pas la transmission synaptique basale
chez I’adulte (amplitude normalisée des PPMs 2 min avant la méthode d’électroporation, 102.10
+1.41 %, 2 min apres la méthode, 105.50 +4.02%, et 8 min apres la méthode, 93.35 +5.15%,
N=4, Friedman, post-test de Dunn, p> 0.05; Figure 3.4F). De méme, elle ne semble pas
influencer la transmission basale pour la JNM agée (amplitude normalisée des PPMs 2 min
avant la méthode d’électroporation, 94.41 £7.51%, 2 min aprés la méthode, 101.60 £5.63%, et
8 min apres la méthode, 102.9 £1.28%, N=2, Friedman, post-test de Dunn, p> 0.05, Figure
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3.4G). Ainsi, la méthode d’électroporation de cellule unique est un bon outil qui permet
d’introduire sélectivement des molécules dans les CSPs sans affecter la transmission synaptique

basale.

Ensuite, nous avons porté notre attention sur les propriétés gliales suivant la méthode
d’électroporation. Etant donné que cette méthode perméabilise temporairement la membrane
plasmique des CSPs, nous nous demandions si la méthode d’¢lectroporation a elle seule pouvait
compromettre séverement les propriétés gliales et s’il était possible d’introduire un puissant
chélateur du Ca®*, le Bapta, pour abolir les mécanismes calcium-dépendants des CSPs. Pour
tester le tout, nous avons pris avantage de la capacité des CSPs a répondre a I’application d’ATP,
puisqu’elle fatigue trés peu les réserves internes de ces cellules lorsqu’elle est appliquée
successivement a des intervalles d’au moins 15 minutes (Georgiou et al., 1999). De ce fait, il
est possible de comparer 1’effet avant-aprés de la méthode d’¢lectroporation et de la chélation

du Bapta (Figure 3.4G-I).

Ainsi, nous avons préalablement chargé les CSPs par incubation de Fluo-4 AM, une
méthode de référence extensivement utilisée pour I’étude des CSPs (Ko and Robitaille, 2015).
Tel qu’attendu, nous avons observé une réponse a I’ATP similaire pour deux applications
locales d’ATP (10 uM) séparées par un intervalle de 20 minutes (n=12, N=5, t-test pair¢, p>0.05,
Figure 3.4G). Si la méthode d’électroporation de cellule unique n’affecte pas les propriétés
gliales, nous nous attendions a observer le méme phénoméne pour des CSPs électroporées. C’est
exactement ce qu’on a obtenu a la Figure 3.4H puisque I’amplitude de la réponse calcique des
CSPs a I’application locale d’ATP (10 uM) reste semblable (t-test pairée, p>0.05, n=4, N=2) a
celle testée sur les mémes cellules 20 min apres une électroporation uniquement de molécules
d’Alexa 647. Donc, la technique d’électroporation a elle seule n’affecte pas la réponse calcique
des CSPs a I’ATP. Maintenant en rajoutant du Bapta (4mM) dans la solution de la micropipette
d’¢lectroporation, la Figure 3.4I montre que I’amplitude de la réponse calcique est fortement
diminuée (t-test pairée, p < 0.0001, n=9, N=3), 20 min apres 1’électroporation d’Alexa 647 et
de Bapta (4mM). Cette baisse significative de la réponse calcique signifie que les molécules de
Bapta ont efficacement été introduites dans les CSPs et cette suppression calcique n’est pas le
résultat d’une mort cellulaire, puisqu’elle peut étre récupérée par des applications locales d’ATP

de maniére successives (voir I’exemple a la Figure 3.4J). D’autant plus qu’une concentration

63



plus faible de Bapta (2mM) a aussi été testée, mais elle n’était pas effective pour altérer les
réponses calciques (données non présentées). Il est important de mentionner que ces résultats
de la Figure 3.4G-I proviennent de souris adultes, mais des résultats similaires ont aussi été
observées pour les préparations de souris agées (données non présentées). Tout bien considéré,
notre méthode d’¢€lectroporation ne semble pas affecter les mécanismes impliqués dans
I’¢lévation calcique des CSPs en réponse a 1’agoniste ATP et elle permet d’introduire des

molécules chélatrices Bapta qui vont altérer I’activité calcique des CSPs.

3.5 L’abolition de Pactivité calcique des CSPs altére les phénoménes de plasticité

synaptique

Les CSPs des JNMs du LAL, autant de souris adultes qu’agées, vont répondre par une
¢lévation calcique aux SHFs (100 Hz, 5s), le méme patron d’activité utilisé pour notre
paradigme de plasticité synaptique (Krief et al., 2018; article en révision). Sachant que les CSPs
peuvent moduler les phénomenes de plasticité synaptique (Robitaille, 1998; Castonguay and
Robitaille, 2001; Todd et al., 2010), cette détection de 1’activité synaptique par les CSPs pendant
les SHFs pourrait refléter une participation gliale aux phénomenes de plasticité synaptique que
nous avons précédemment caractérisés. De plus, ces mémes ¢tudes de modulation gliale ont
rapporté que ’abolition de I’activité calcique des CSPs permettait d’examiner leur participation
a la plasticité synaptique. Dés lors, nous avons voulu tester I’hypothése qu’une abolition de
I’activité calcique gliale altérerait les phénomenes de plasticité synaptique a long-terme autant

chez la souris adulte qu’agée.

Pour ce faire, nous avons préalablement électroporé les CSPs (avec ou sans Bapta) d’une
JNM, puis nous avons procédé a I’imagerie calcique de ces CSPs électroporées en réponse aux
SHFs du paradigme de stimulation précédemment utilisé pour étudier la plasticité synaptique
(Figure 3.5E-L). Simultanément pour ces JNMs expérimentées, nous avons aussi enregistré les
PPMs pendant tout le paradigme de stimulation afin d’étudier I’effet de ces manipulations

gliales sur la plasticité synaptique.
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Figure 3.5. L’activité calcique des CSPs est abolie par le chélateur calcique BAPTA. (A-
D) Réponses calciques moyennes des CSPs (trait foncé) = SEM (trait pointill€) induites par les
SHFs 1-3 (100 Hz 5s; trait rouge) pour les JNMs adulte (3M) (A et C) et agée (24M) (B et D).
Les CSPs dites “’Controle’” ont été chargées par €lectroporation de molécules d’Alexa 647 et
de Fluo-4 (A-B). Les CSPs dites “’Bapta’” ont été chargées par électroporation de molécules
d’Alexa 647, de Fluo-4 et de Bapta (4 mM) (C-D). Noter I’absence de réponses pour les CSPs
“Bapta’’. (E-F) Réponses calciques moyennes des CSPs (trait foncé) = SEM (trait pointillé)
induites par une seule application locale de 1’agoniste ATP (10uM; fléche rouge) pour les CSPs
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“’Contrdles’’ et “’Bapta’’ de JNMs adulte (E) et agée (F). (G-H) Histogramme de I’amplitude
moyenne des réponses calciques des CSPs “’Controle’” et “’Bapta’ de INMs adultes et agées

pour les SHFs 1-3 (G) et pour I’application de 1’agoniste ATP (H). *»<0.05

La détection de [’activité synaptique est abolie pour les CSPs électroporées avec du Bapta

Dans un premier temps, considérant que notre méthode d’électroporation ne semble pas
affecter les propriétés gliales autant chez la souris adulte qu’agée, nous nous attendions a
observer des réponses calciques aux SHFs pour les CSPs électroporées avec seulement
I’indicateur calcique et morphologique (groupe témoin). Alors que les CSPs électroporées en
plus avec du Bapta (Bapta; 4mM) ne devraient pas étre en mesure de répondre par une élévation

calcique aux SHFs.

Effectivement, la Figure 3.5A-B montre que les CSPs électroporées sans Bapta semblent
répondre aux trois SHFs chez la souris adulte (100% des cellules répondent a au moins une SHF,
n=5 N=2) et agée (75% des cellules répondent & au moins une SHF, n=4 n=2). En plus,
I’amplitude de ces élévations calciques ne semble pas différer avec 1’age pour chaque SHF
(Figure 3.5G, tests de Mann-Whitney avec correction de Bonferroni, p > 0.05), ce qui est
consistant avec les résultats reportés par une récente €tude qui a utilis€¢ une méthode différente
d’imagerie calcique (Krief et al., 2018; en révision). Toutefois, il est important de considérer
que ces ¢lévations calciques aux SHFs que nous avons observées sont trés variables en termes
d’amplitude, principalement en raison de la variabilité de la concentration finale de 1’indicateur

calcique dans la cellule suivant la méthode d’¢lectroporation (Nevian and Helmchen, 2007).

Tout de méme, nous observons un effet éminent pour 1’élévation calcique des CSPs aux
SHFs lorsqu’elles sont électroporées avec du Bapta (Figure 3.5C-D). Effectivement, ces
réponses calciques paraissent abolies autant pour 1’adulte (17% répondent a au moins une SHF,
n=3 N=6) que pour la souris agée (0% des cellules répondent a au moins une SHF, n=3 N=6).
De plus, cette abolition de 1’¢lévation calcique est significative pour les CSPs adultes (Figure
3.5G, tests de Mann-Whitney avec correction de Bonferroni, p < 0.05), et ce pour la SHF 1
(Controle 15.26 £4.02% AF/Fo vs Bapta 2.62 £0.96% AF/Fo,), la SHF 2 (Contréle 12.71 +3.24%
AF/Fo vs Bapta 3.28 +£1.03% AF/Fy) et tend avec un p = 0.06 a étre significatif pour la SHF 3
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(Controle 11.61 £1.62 %AF/Fo vs Bapta 3.28 £1.03 %AF/Fo). De méme, ’amplitude des
réponses calciques des CSPs agées tend (p= 0.10) a diminuer avec le Bapta pour la SHF 1
(Controle 27.60 £17.00 %AF/Fo vs Bapta 1.52 +0.43 %AF/Fo), mais elle est significativement
diminuée (Tests de Mann-Whitney avec correction de Bonferroni, p < 0.05) pour la SHF 2
(Controle 29.05 £17.79 %AF/Fo vs Bapta 0.93 £0.59 %AF/Fo) et la SHF 3 (Controle 17.42 +9.25
%AF/Fo vs Bapta 1.35 £0.53 %AF/Fo). A la lumiére de ces derniers résultats, 1’¢lévation calcique
des CSPs pour les SHFs et conséquemment leur capacité de détection de I’activité synaptique
semble supprimée lorsque les CSPs sont électroporées de Bapta (4mM) autant pour la souris

adulte qu’agée.

Par ailleurs, a la fin de chacune des expérimentations, nous avons aussi vérifié la réponse
calcique a I’application locale d’ATP (10 uM) pour ces CSPs électroporées. Etant donné que le
Bapta abolit en grande partie la réponse calcique des CSPs a I’ATP, nous nous attendions a
répéter ces observations et confirmer 1’efficacité de la chélation calcique pour ces cellules. A
cet effet, la Figure 3.51-J illustre de grandes amplitudes pour les élévations de Ca®" des CSPs
contrdles autant chez I’adulte que 1’agée, alors que ces élévations calciques pour les CSPs Bapta
paraissent fortement diminuée chez 1’adulte et complétement abolie chez 1’agée. Effectivement,
la Figure 3.5L montre que I’amplitude des réponses calciques chez I’adulte tend a diminuer avec
le chélateur calcique (contrdle 131.20+44.57 %, n=5 et N=2 vs Bapta 51.64 £41.26 %, n=6 et
N=3, Mann-Whitney, p>0.05), alors qu’elle semble complétement abolie chez I’agée (contrdle
147.0+£109.6, n=3 et N=2 vs Bapta 2.22 + 1.109, n=6 et N=3, Mann-Whitney, p < 0.05). En
considérant le tout, ces résultats suggerent que les CSPs Bapta ne semblent plus répondre

adéquatement pour la détection de ’activité synaptique (SHF) et a I’application d’ATP.

L’augmentation synaptique et la plasticité a long-terme pourraient impliquer une participation

gliale

Par la suite, nous avons porté notre attention sur les enregistrements
¢lectrophysiologiques réalisés simultanément avec les manipulations gliales, afin d’étudier
I’implication des CSPs sur la plasticité synaptique a la JNM adulte et agée. La réalisation de ces

expériences constitue en soi un défi technique important pour obtenir des tailles d’échantillons
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optimales, par conséquent nous reporterons aussi le nombre de répliquas nécessaire pour les
compléter. Ainsi, dans la prémisse que les CSPs sont impliquées dans les phénomenes de
plasticité synaptique précédemment caractérisées (Figure 3.3), nous nous attendons a observer
des altérations dans la plasticité synaptique pour les INMs avec des CSPs Bapta en comparaison

avec les INMs avec des CSPs Controle.

D’abord pour les INMs d’animaux adultes, la Figure 3.6B montre I’amplitude moyenne
des PPMs entre les deux groupes de JNMs manipulées (3M N=2; 3M Bapta N=3) et les trois
formes de plasticité synaptique analysées. En premier, la dépression synaptique pendant chaque
SHF ne semble pas altérée lorsque 1’activité calcique des CSPs est abolie (Figure 3.6C, tests de
Mann-Whitney, p > 0.05). Effectivement, I’amplitude moyenne des PPMs pour les JNMs 3M
¢tait respectivement pour chaque SHF de 21.46 + 0.59%, 22.20 £+ 5.08% et 20.59 = 0.32%. Trés
similaire aux JNMs de 3M Bapta qui montrent respectivement une amplitude moyenne des
PPMs de 20.66 £ 5.29%, 19.12 £ 0.02% et 20.32 £ 5.92%. Ainsi, ces résultats suggerent que les
CSPs adultes ne semblent pas impliquées dans la dépression synaptique pour notre modéele
d’étude murin, alors qu’elles participent a ce phénomene de plasticité synaptique a la JNM de
grenouille (Robitaille, 1998; Castonguay and Robitaille, 2001). Ensuite, nous avons analysé
I’augmentation synaptique (Figure 3.6D). Ce phénomene de renforcement synaptique aussi
n’est pas significativement différent pour les JNMs dont les CSPs ont leur activité calcique
abolie, et ce pour chaque Post-SHF (Figure 3.6D, tests de Mann-Whitney, p > 0.05).
Notamment, 1’amplitude moyenne des PPMs pour le groupe 3M était respectivement pour
chaque Post-SHFs (1-3) de 55.45 +19.26%, de 55.77 £22.20% et de 43.59% £22.76%, alors que
I’amplitude moyenne des PPMs est multipliée par un facteur de ~2 pour les JNMs avec activité
calcique gliale abolie, et ce pour chaque Post-SHFs (1-3) soient 97.88 +29.83%, 105.30
+37.32% et 101.3 £39%. Néanmoins, il est nécessaire de garder en considération la taille de
I’échantillon pour expliquer I’absence d’effet significatif, puisque ces différences de moyenne
importante deviendraient significatives avec des répliquas (N) de 7 par groupe expérimental
(test de puissance pour mesurer la taille de I’échantillon, GraphPad StatMate 2.00). En sommes,
nos présentes données suggerent que les CSPs chez 1’adulte ne semblent pas impliquées dans la

dépression synaptique et I’augmentation synaptique.
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Figure 3.6. L’effet d’une altération de D’activité calcique des CSPs sur la plasticité
synaptique des JNMs de souris adulte. (A) Exemples de PPMs pour la stimulation basale, les
SHFs (SHF 1-3), suivant les SHFs (post-SHF 1-3) et 30 min suivant la premiére SHF (long-
terme). Les JNMs 3M ont des CSPs chargées avec des molécules d’Alexa 647 et de Fluo-4,
alors que les INMs 3M BAPTA ont des CSPs chargées avec des molécules d’Alexa 647, de
Fluo-4 et de Bapta (4 mM). (B) Amplitude normalisée des PPMs + SEM pendant le paradigme
de stimulation pour les JNMs de souris adultes (3M; en noir) et (3M BAPTA; en rouge). Les
formes de plasticité observées sont la dépression synaptique (1), I’augmentation synaptique (2)
et la plasticité a long-terme (3). (C) Amplitude normalisée des PPMs + SEM pendant les SHFs
(SHF 1-3) de 5s (100 PPMs par seconde). (D) Histogramme du changement relatif des 15 PPMs
+ SEM suivant directement les SHF (post-SHF 1-3). (E) Histogramme du changement relatif
des PPMs + SEM de la 25°™ 3 la 30" minute suivant la premiére SHF. Echelle : 5 ms (axe

horizontal) et 1 mV (axe vertical).

Puis, nous avons examiné I’implication des CSPs dans la plasticité a long-terme qui est
le phénomeéne de plasticité synaptique altérée lors du vieillissement (Figure 3.3). Une
implication des CSPs dans cette forme de plasticité synaptique chez I’adulte renforcerait 1’idée
qu’elles soient impliquées dans les altérations de plasticité synaptique observées chez I’agée. La
Figure 3.6E montre que la potentialisation synaptique a long-terme ne diminue pas
significativement lorsque I’activité calcique des CSPs est abolie (Figure 3.6E, test de Mann-
Whitney, p > 0.05). En dépit que le changement relatif du PPM de la 25°™ & la 30°™ minute
soit de 18.67 = 6.69% pour le groupe controle et de 5.16 £6.82% pour le groupe Bapta. Des
différences d’un facteur de plus de 3 sont observées pour la valeur moyenne du changement
relatif du PPM et ces différences deviendraient significatives avec une taille d’échantillon de 8
répliquas par groupe (test de puissance pour mesurer la taille de 1’échantillon, GraphPad
StatMate 2.00). Tout de méme, il reste que nos données semblent suggérer que la plasticité a

long-terme des JNMs de la souris adulte n’est pas principalement médié par les CSPs.
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Figure 3.7. L’effet d’une altération de D’activité calcique des CSPs sur la plasticité
synaptique des JNMs de souris agée. (A) Exemples de PPMs pour la stimulation basale, les
SHFs (SHF 1-3), suivant les SHFs (post-SHF 1-3) et 30 min suivant la premiére SHF (long-
terme). Les JNMs 24M ont des CSPs chargées avec des molécules d’Alexa 647 et de Fluo-4,
alors que les JNMs 24M BAPTA ont des CSPs chargées avec des molécules d’Alexa 647, de
Fluo-4 et de Bapta (4 mM). (B) Amplitude normalisée des PPMs + SEM pendant le paradigme
de stimulation pour les JNMs de souris adultes (24M; en noir) et (24M BAPTA; en rouge). Les
formes de plasticité observées sont la dépression synaptique (1), I’augmentation synaptique (2)
et la plasticité a long-terme (3). (C) Amplitude normalisée des PPMs + SEM pendant les SHFs
(SHF 1-3) de 5s (100 PPMs par seconde). (D) Histogramme du changement relatif des 15 PPMs
+ SEM suivant directement les SHFs (post-SHF 1-3). (E) Histogramme du changement relatif
des PPMs = SEM de la 25 3 la 30'™ minute suivant la premiére SHF. Noter la direction

opposée des changements synaptiques. Echelle : 5 ms (axe horizontal) et 1 mV (axe vertical).

Maintenant pour les animaux agés, la Figure 3.7B montre [’amplitude normalisée des
PPMs pendant le paradigme de stimulation ou on peut observer des différences importantes
entre les groupes. En effet, les JNMs avec des CSPs é€lectroporées sans Bapta (controle, N=2)
vont montrer une diminution, de manicre persistante, de leur transmission synaptique suivant
les SHFs. Ces observations sont cohérentes avec nos précédents résultats pour les JNMs agées
et tres agées (Figure 3.3B), suggérant que notre méthode d’électroporation seule ne semble pas
affecter les phénomeénes de plasticité synaptique. Etonnamment, les JNMs avec des CSPs
¢lectroporées avec Bapta (Bapta, N=3) montrent une 1égére augmentation de la transmission
synaptique a long-terme qui persiste dans le temps, ce qui est exactement le méme phénotype
observé pour la JNM adulte (Figure 3.3B) et les INMs adultes manipulées (Figure 3.6B). Ces
différents changements dans la transmission synaptique sont particulierement révélés par les

phénomeénes de plasticité synaptique analysés.

En premier lieu pour la dépression synaptique, les JNMs 24M controles montrent
amplitude moyenne pendant chaque SHF (SHF 1-3, Figure 3.7C) de 25.68 + 1.96%, 27.47 +
2.45% et 23.40 + 2.05%. Semblable aux JNMs 24M Bapta qui montrent une amplitude moyenne
pendant chaque SHF de 26.98 + 1.86%, 22.99 + 3.29% et 26.70 + 2.64%. L’activité calcique
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des CSPs ne semble pas impliquée dans la dépression synaptique a la JNM agée (Figure 3.7C,
tests de Mann-Whitney, p > 0.05). En second lieu pour 1’augmentation synaptique, la Figure
3.7D montre que cette forme de renforcement de la synapse tend a étre plus importante pour les
JNMs dont les CSPs ont une activité calcique abolie (Tests de Mann-Whitney, p > 0.05). En
effet, ’amplitude moyenne des PPMs pour le groupe 24M était respectivement pour chaque
Post-SHFs (1-3) de 20.46 £ 4.12%, de 6.88 +4.07% et de 8.09% +1.95%, alors que I’amplitude
moyenne des PPMs est multipliée par un facteur de ~2 a 6 pour les JNMs avec activité calcique
gliale abolie, et ce pour chaque Post-SHFs (1-3) soit de 46.41 £11.44%, 39.28 + 11.02% et 36.33
+ 7.13%. Curieusement, cette augmentation trés importante, mais non significative, est trés
semblable a celle observée pour les INMs adultes manipulées (Figure 3.6). En considérant toutes
ces observations, nous devons augmenter notre nombre de répliquas biologiques jusqu’a
I’atteinte d’un nombre (N) de 5 par groupe expérimental (test de puissance pour mesurer la taille
de I’échantillon, GraphPad StatMate 2.00), afin de pouvoir affirmer avec certitude que 1’activité
calcique des CSPs régulent a la baisse les phénoméenes d’augmentation synaptique de la JNM
agee.

Par ailleurs, les changements les plus profonds vont toucher la plasticité a long-terme.
Effectivement, on observe, a la Figure 3.7E, une transmission synaptique diminuée a long-terme
(25°™ 3 la 30"™ minutes suivant la premiére SHF) pour les JNMs contrdles de souris 24M
(changement relatif du PPM, -26.02%, N=1). Cette observation est supportée par les résultats
obtenus sur des JNMs agées dont les CSPs n’ont pas ¢été électroporées (Figure 3.3E).
Completement a I’inverse, les JNMs Bapta de souris 24M présentent une transmission
synaptique augmentée a long-terme (changement relatif du PPM, 8.16 +2.44%, N=3). Il est
important de mentionner qu’une telle augmentation de la transmission synaptique a long-terme
n’a été observée pour aucune JNM agée ou tres agée antérieurement étudiée. En considérant ces
résultats, ’abolition de 1’activité calcique des CSPs semble renverser les phénomenes de

plasticité synaptique passant d’une dépression a une potentialisation synaptique a long-terme.

A la lumiére de tous ces résultats, les mécanismes calcium-dépendants des CSPs ne
semblent définitivement pas impliquées dans la dépression synaptique, alors qu’une
augmentation du nombre de répliquas biologiques permettrait de révéler la participation

significative des mécanismes calcium-dépendants gliaux dans 1’augmentation synaptique et la
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plasticité a long-terme des JNMs adultes et agées. De plus, nos observations suggerent que les
CSPs semblent directement impliquées dans 1’altération des phénomeénes de plasticité
synaptique a la JNM sénescente et appuie [’hypothése que la régulation gliale de I’activité
synaptique est altérée avec 1’dge. La prochaine étape est de décortiquer les mécanismes

cellulaires de cette dysrégulation gliale de la plasticité synaptique a long-terme.

3.6 Les mécanismes purine-dépendants semblent impliqués dans 1’altération des
phénomenes de plasticité synaptique

A la JNM de souris, les phénoménes de plasticité synaptique dépendants des CSPs sont
médiés par les récepteurs présynaptiques a 1’adénosine Aza et A; (Todd et al., 2010). En
particulier, cette étude a démontré que les récepteurs A2a médient la potentialisation synaptique
gliale dépendante, alors que les récepteurs A; médient la dépression synaptique gliale
dépendante. Dans la prémisse que les altérations de la plasticité a long-terme observés avec le
vieillissement normal sont gliales-dépendantes, nous émettons 1’hypothése que Ila
potentialisation a long-terme des JNMs adultes est médiée par 1’activation des récepteurs Aza et
la dépression a long-terme des JNMs agées par 1’activation des récepteurs Ai. Pour tester cette
hypothé¢se, nous avons d’abord enregistré les PPMs avec des stimulations basales (0.2 Hz, 10
minutes) avant de changer la solution physiologique de perfusion avec une solution semblable,
mais contenant un antagoniste des récepteurs a 1’adénosine (Axa ou Ajp). Puis, nous avons
enregistré 1’effet pharmacologique sur la transmission basale pendant 20 minutes (0.2 Hz) et par
la suite étudié les phénoménes de plasticité synaptique évoqués par notre paradigme de

stimulation (Figure 3.8A).
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Figure 3.8. L’inhibition des récepteurs Aza affecte les phénomeénes de plasticité synaptique.
(A) Exemples de PPMs pour la stimulation basale avant ’application (1) et apres 1’application
(2) de I’antagoniste des récepteurs Axa (SCH58261; 100 nM; Drogue), les SHFs (SHF 1-3),
suivant les SHFs (post-SHF 1-3) et 30 min suivant la premi¢re SHF (3, long-terme). (B)
Amplitude normalisée des PPMs £ SEM pour les JNMs de souris adultes (3M). Notez que
I’application de SCH58261 n’affecte pas la transmission synaptique (2). Le rectangle bleu
correspond a I’amplitude normalisées des PPMs + SEM du groupe controle en absence de
drogue (Figure 3.3; 3M) (C) Histogramme du changement relatif des PPMs + SEM pour les 5
minutes avant 1’ajout de SCH58261 (1), les PPMs 15 a 20 minutes apres I’ajout de SCH58261(2)
et les PPMs 25 a 30 minutes suivant la premiere SHF (3). Le rectangle bleu correspond a la
plasticité a long-terme du groupe controle £ SEM (Figure 3.3; 3M). (D) Amplitude normalisée
des PPMs = SEM pendant les SHFs (SHF 1-3) de 5s (100 PPMs par seconde). (E) Histogramme
du changement relatif des 15 PPMs + SEM suivant directement les SHFs (post-SHF 1-3).

Echelle : 5 ms (axe horizontal) et 1 mV (axe vertical).

L’inhibition des récepteurs Az altere les phénomenes de plasticité synaptique a la JNM adulte

D’abord pour les JNMs adultes, la perfusion d’une solution physiologique Ringer
contenant I’antagoniste des récepteurs Aza (SCH-58261, 100 nM) n’a pas affecté la transmission
synaptique basale (Friedman, post-test de Dunn, p > 0.05). A cet effet, la Figure 3.8C montre
que le changement relatif du PPM pendant la période de transmission basale (‘1°, -0,64 £0.68%,
N=5) était semblable au changement relatif du PPM 15 minutes suivant le début de perfusion
de la drogue SCH-58261 (‘2°, 1.87 £1.76%, N=5). Cette absence d’effet sur la transmission

basale est d’ailleurs cohérente avec les résultats précédemment publiés par (Todd et al., 2010).

Ensuite, nous avons aussi examiné la plasticité synaptique a court-terme en comparaison
avec les résultats obtenus lors de notre caractérisation de la plasticité synaptique (Figure 3.3).
D’abord pour la dépression synaptique, la Figure 3.8D montre que les JNMs en présence de
SCH-58261 (100 nM) tendent légerement a moins diminuer, en termes d’amplitude de leur
PPMs, pendant chacune des SHFs comparativement au JNM contréle du méme age (tests de t

avec correction de Bonferroni, N=5, p > 0.05). Particulierement, les JNMs avec 1’antagoniste
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Asa montrent respectivement pour chacune des SHFs (SHF 1-3) une amplitude moyenne des
PPMs de 33.72 £2.66%, 31.67 +2.42% et 30.39 + 2.61%. Nous nous attendions a observer une
tendance dans la direction opposée, ou 1’antagoniste Axa aggrave la dépression synaptique
compte tenu du rdle facilitateur des récepteurs Aza (Todd et al., 2010). De méme, nous nous
attendions a observer une diminution de I’augmentation synaptique si ce phénomene de
plasticité synaptique implique les récepteurs Aza. Toutefois, aucune différence significative
n’est observée dans I’augmentation synaptique, lorsque 1’on compare les JNMs en présence de
I’antagoniste Axa avec des INMs de méme age, et ce pour chacune des Post-SHFs (Figure 3.8E,
Post-SHF 1-3, tests de t avec correction de Bonferroni, N=5, p > 0.05). D’ailleurs,
I’augmentation synaptique des JNMs avec la SCH-58261 (100 nM) est respectivement pour
chaque Post-SHF (1-3) de 37.10 £ 6.47%, de 40.31 + 7.92% et 38.01 £ 8.96%. Mis ensemble,
ces résultats suggerent que les récepteurs Ara ne semblent pas particulierement impliqués dans

les phénomenes de plasticité a court-terme étudiés dans notre étude.

D’un autre c6té, I’antagoniste des récepteurs Aza a inhibé la plasticité a long-terme des
JNMs adultes. Effectivement, la plasticité a long-terme 25-30 minutes suivant les trains de SHFs
(°3’, avec un changement relatif du PPM de -0.08 +4.05%, N=4) n’était significativement pas
différente de la transmission basale (‘1) ou de la transmission basale en présence de
I’antagoniste A2a (‘2”) (Figure 3.8C, Friedman, post-test de Dunn, p>0.05). La plasticité a long-
terme en présence de 1’antagoniste Aza est donc abolie, mais elle n’est cependant pas
significativement différente de la plasticité a long-terme moyenne des INMs adultes caractérisée
précédemment a la Figure 3.3 (encadré bleu, t-test non pairé avec une correction de Bonferroni,
p>0.05). Ainsi, ces derniers résultats suggerent que I’inactivation des récepteurs Aza inhibe en

partie les phénomenes de plasticité synaptique a long-terme chez 1’adulte.

L’inhibition des récepteurs A; renverse la plasticité a long-terme de la JNM agée

Dans la prémisse que les phénomenes de plasticité synaptique médiés par les CSPs impliquent
des mécanismes purines-dépendants, alors la dépression synaptique a long-terme observée a la
JNM agée pourrait impliquer une activation des récepteurs A; et/ou une inactivation des

récepteurs Axa. Sinon, cette modulation gliale implique d’autres mécanismes non connus.
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Figure 3.9. L’inhibition des récepteurs A1 renverse ’altération de la plasticité a long-terme
des JNMs agées. (A) Exemples de PPMs pour la stimulation basale avant 1’application (1) et
aprés 1’application (2) de I’antagoniste des récepteurs A (PSB-36; 5 nM; Drogue), les SHFs
(SHF 1-3), suivant les SHFs (post-SHF 1-3) et 30 min suivant la premiére SHF (3, long-terme).
(B) Amplitude normalisée des PPMs = SEM pour les INMs de souris agées (24M). Notez que
I’application de la PSB-36 (5 nM) n’affecte pas la transmission synaptique basale (2). Le
rectangle bleu correspond a 1’amplitude normalisée des PPMs &+ SEM du groupe contrdle en
absence de drogue (Figure 3.3; 24M) (C) Histogramme du changement relatif des PPMs + SEM
pour les 5 minutes avant ’ajout de drogue (1), les PPMs de la 15°™ 3 la 20°™ minute aprés
I’ajout de PSB-36 (2) et les PPMs 25 a 30 minutes suivant la premieére SHF (3). Le rectangle
bleu correspond a la plasticité a long-terme du groupe contrdle + SEM (Figure 3.3; 24M). (D)
Amplitude normalisée des PPMs + SEM pendant les SHFs (SHF 1-3) de 5s (100 PPMs par
seconde). (E) Histogramme du changement relatif des 15 PPMs + SEM suivant directement les

SHFs (post-SHF 1-3). Echelle : 5 ms (axe horizontal) et 1 mV (axe vertical). *»p< 0.05

De ce fait, nous avons testé¢ I’hypothése d’une activation des récepteurs A a 1’aide
d’enregistrements ¢€lectrophysiologiques similaires aux expériences d’antagoniste A, mais
cette fois en testant I’effet de I’antagoniste des récepteurs A1 PSB-36 (5nM) sur la transmission

synaptique basale et la plasticité synaptique (Figure 3.9A).

Cohérent avec le role des récepteurs A dans la transmission synaptique (Todd et al.,
2010), la Figure 3.9C montre que le changement relatif du PPM pendant la transmission basale
(‘1°,-0,55 £0.56%, N=4) était semblable (Friedman, post-test de Dunn, p > 0.05) au changement
relatif du PPM 15 minutes suivant le début de perfusion du PSB-36 (‘2°, 1.23 +4.02%, N=4).

Par la suite, nous avons examiné¢ les effets sur les phénomeénes de plasticité a court-terme.
Si les récepteurs A participent a la dépression synaptique pendant la SHF, on s’attendrait a
observer une inhibition de la dépression synaptique lorsqu’ils sont inactivés. Plutot, la Figure
3.9D ne montre aucune différence au niveau de la dépression synaptique pour les JNMs agées
en présence de I’antagoniste A; comparativement aux résultats obtenus pour les JNMs agées

(test de t avec correction de Bonferroni, N=3, p > 0.05). Notamment, I’amplitude moyenne des
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PPMs pour les JNMs en présence de I’antagoniste A étaient respectivement pour chaque SHF
(1-3) de 29.20 + 1.85%, de 28.55 £ 1.15% et de 27.52 + 1.10%. De ce fait, les récepteurs A ne
semblent pas impliqués dans cette forme de plasticité synaptique. De méme, aucune différence
n’est observée pour I’augmentation synaptique pour les JNMs en présence de I’antagoniste A
(tests de t avec correction de Bonferroni, N=4, p > 0.05). Cette augmentation synaptique, en
termes de changement relatif du PPM, était pour chacun des Post-SHF (1-3) de 20.96 & 1.72%,
19.47 + 1.45% et de 17.07 + 3.41%. A la lumiére de ces derniers résultats, les récepteurs Ai,
tout comme observé pour les récepteurs Aza, ne semblent pas particulierement impliqués dans

la plasticité a court-terme.

Par ailleurs, on observe un profond changement au niveau de la plasticité a long-terme
des INMs agées puisque I’inhibition des récepteurs A a significativement renversé cette forme
de plasticité passant d’une dépression synaptique a une potentialisation a long-terme (Figure
3.9C, ‘3’, test de t avec une correction de Bonferroni, p < 0.05). Effectivement, la plasticité a
long-terme 25-30 minutes suivant la premiere SHF, en présence de 1’antagoniste Aza, était de
8.71 £ 2.67% (N=3). Aussi, cette forme de plasticité synaptique tend a étre différente de la
transmission basale et de la transmission basale en présence de I’antagoniste A2a (Figure 3.8C,
Friedman, post-tests de Dunn, p>0.05, N=3). D’autant plus qu’il est important de souligner que
cette potentialisation a long-terme en présence de I’antagoniste A1 a été observée pour toutes
les INMs agées expérimentées, puis elle est semblable a celle observée pour les JNMs adultes
et pour les INMs dont I’activité modulatrice des CSPs a été altérée. Ainsi, ces résultats suggerent
que I’antagoniste A n’altere pas la transmission synaptique basale, mais qu’il abolit et tend a
inverser la plasticité synaptique a long-terme a la JNM agée. Mis ensemble, nos résultats
suggerent que la dépression synaptique a long-terme observée a la JNM agée semblerait non
seulement dépendante de I’activité calcique des CSPs, mais elle impliquerait aussi 1’activation

des récepteurs Aj.

80



Chapitre 4 : Discussion

L’affaiblissement musculaire associé au vieillissement normal est inévitable et il peut
séverement compromettre la qualité de vie des personnes agées. Son étiologie est complexe,
mais la dégénérescence de la JNM est un candidat important que nous avons investigué dans la
présente étude. Nous avons porté une attention particuliere sur I’efficacité de la JNM sénescente,
puisqu’elle est de premicre importance pour la fonction musculaire, puis nous avons examing le
role des cellules gliales a cette synapse. A ’aide d’enregistrements électrophysiologiques, nous
avons montré que la plasticité synaptique a long-terme est de polarité inversée chez les animaux
agés (24M et 30M), passant d’une potentialisation a une dépression synaptique avec 1’age. Pour
investiguer les mécanismes sous-tendant cette altération synaptique, nous avons adapté une
stratégie impliquant la méthode d’électroporation de cellule unique pour manipuler I’activité
calcique des CSPs. Cette manipulation gliale conjointement a des enregistrements
¢lectrophysiologiques ont permis de révéler que les altérations des phénomenes de plasticité a
long-terme semblent étre médiées de maniere calcium-dépendante par les CSPs. Puis, nous
avons montré que ces différents phénoménes de plasticité synaptique a long-terme sont aussi
dépendants de I’activation des récepteurs a 1’adénosine, qui sont des effecteurs présynaptiques

des CSPs (Todd et al., 2010).

Le succes de notre étude est qu’elle montre pour la premiere fois I’implication des
cellules gliales dans les altérations fonctionnelles de la JNM sénescente. Dans les prochaines
sections, nous allons proposer une dysrégulation synaptique par les CSPs sénescentes, puis nous
allons aborder les répercussions des altérations synaptiques sur la fonction motrice et les
mécanismes explicatifs de cette dysrégulation gliale. Par la suite, nous allons proposer un
modele intégrée de la JNM sénescente, aborder I’hétérogénéité des altérations associées au
vieillissement et proposer des cibles thérapeutiques pour ralentir le déclin moteur. Finalement,

nous allons aborder I’implication de dysrégulation gliale dans les maladies neurodégénératives.

4.1 La dysrégulation des CSPs sénescentes

Plusieurs changements importants sont observés au niveau des CSPs lors du
vieillissement. Ces cellules gliales vont paraitre hypertrophiées (Ludatscher et al., 1985) et des

données du laboratoire en processus de publication (Krief et al., 2018; en révision) montrent que
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les CSPs semblent ¢laborer davantage de prolongements gliaux, en plus de présenter une
activation diminuée des récepteurs gliaux muscariniques lors de la détection de I’activité
synaptique. Une diminution de I’activation muscarinique est associée a une augmentation de
I’expression gliale de GFAP (Georgiou et al., 1994) et il a été proposé que ce phénotype des
CSPs soit associé¢ a la réparation de la JNM sénescente (Krief et al., 2018). Curieusement,
plusieurs de ces caractéristiques des CSPs sénescentes sont semblables a celles qui caractérisent
les astrocytes ‘’réactifs’” au SNC (Anderson et al., 2014) et cette “’réactivité’’ est associce a des
changements importants de 1’expression génique et de la fonction des astrocytes qui peuvent
étre bénéfiques ou dommageables pour 1’intégrité neuronale (Anderson et al., 2014; Liddelow
and Barres, 2017). Ce phénotype astrocytaire est aussi trés hétérogéne et il est observé en
réponse a des 1ésions aigués/trauma, maladies neurodégénératives et particulierement lors du
vieillissement (Liddelow and Barres, 2017; Clarke et al., 2018). En effet, une récente étude
suggere que le phénotype réactif prédominant des astrocytes chez 1’animal 4gé est le type Al
(Clarke et al., 2018), un type neurotoxique (Liddelow et al., 2017). En intégrant ce concept de
“’réactivité’’ pour la CSP, nous proposons que les CSPs sénescentes puissent aussi présenter un
phénotype avec des changements d’expression génique et fonctionnelles qui pourrait contribuer
a la dégeénérescence de la JNM. Dans cette veine, encore aucune étude n’a été réalisée pour
comparer le transcriptome génique des CSPs dans un contexte de vieillissement, puisqu’isoler
la CSP a celle myélinisante constitue encore un défi technique important qui nécessite
d’identifier de meilleurs marqueurs cellulaires pour les mammiferes (Ko and Robitaille, 2015).
Tout de méme, des évidences suggerent une dysrégulation par les CSPs de Defficacité

synaptique et du maintien du contact synaptique chez I’animal agé.

D’abord, la régulation de I’efficacité synaptique par les CSPs dépend largement de leurs
propriétés de détection de 1’activité synaptique (Ko and Robitaille, 2015). Toutefois chez
I’animal agé, la contribution des récepteurs muscariniques gliaux pour la réponse calcique
évoquée lors de la détection synaptique semble diminuée (Krief et al., 2018). Puis, mes travaux
du présent mémoire montrent que les mécanismes calcium-dépendants des CSPs de JNMs
adultes pourraient contribuer a I’augmentation persistante de 1’efficacité synaptique, alors que
les mécanismes calcium-dépendants des CSPs sénescentes pourraient contribuer a la dépression

synaptique a long-terme observée pour les JNMs agées (24M). Ces altérations gliales dans la
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modulation de I’efficacité synaptique semblent principalement cibler 1’¢lément présynaptique.
En effet, la terminaison axonale a été extensivement démontrée comme €tant la principale cible
de la modulation synaptique par les CSPs (Robitaille, 1998; Castonguay and Robitaille, 2001;
Todd et al., 2010) et dans notre étude, I’'implication des récepteurs a 1’adénosine dans les
phénomenes de plasticité synaptique gliaux-dépendants supporte une interaction neurone-glie
chez I’animal agé. En considérant le tout, nous proposons un modele d’une dysrégulation de
I’efficacité synaptique par les CSPs qui est dépendante de 1’age (Figure 4.1). D’ailleurs, ce
modele nous permet de prédire que la dysrégulation gliale semble persistante trés tard dans le

vieillissement (souris 30M), puisque I’altération de la plasticité a long-terme demeure.

Par la suite, cette altération de la modulation gliale est observée conjointement a des ages
ou la JNM montre une désorganisation structurelle (Valdez et al., 2012)(Krief et al., 2018). De
fait, la régulation par les CSPs de la stabilité et de I’efficacité synaptique est étroitement lic¢e
(Ko and Robitaille, 2015). Par exemple, 1’étude de (Reddy et al., 2003) a montré qu’une
suppression compléte de la régulation des CSPs menait a long-terme (aprés 1 semaine) a une
diminution importante de la transmission synaptique, mais aussi a des dénervations importantes
des JNMs. De plus, il a été suggéré que la régulation gliale de la maintenance synaptique
implique I’activation des mémes récepteurs gliaux que pour la modulation gliale de I’activité
synaptique (Ko and Robitaille, 2015). Considérant les altérations des récepteurs gliaux (Krief et
al., 2018) et la dysrégulation gliale de ’efficacité synaptique observée par notre étude, nous
proposons qu’une dysrégulation gliale puisse aussi contribuer a I’instabilité structurelle
observée avec 1’age. D¢s lors, il est avant tout primordial d’éclaircir les mécanismes cellulaires
gliaux impliqués dans la maintenance synaptique chez I’animal adulte (Ko and Robitaille, 2015)
pour ensuite examiner leur implication chez ’animal agé. Cela permettrait de réaliser des
observations de I’intégrité structurelle par imagerie répétée in vivo chez 1’animal agé ou la

fonction des CSPs est altérée par une approche virale ou pharmacologique.

En considérant le tout, les CSPs sénescentes montre un phénotype “’réactif’’ avec une
régulation anormale de I’efficacité synaptique et possiblement de la maintenance de la JNM. En
contraste, des évidences suggerent que la régulation gliale de la réparation synaptique parait

conservée avec 1’age, mais qu’elle n’arrive plus a compenser efficacement 1’environnement et
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I’instabilité¢ de la JNM sénescente (Balice-Gordon, 1997; Kang and Lichtman, 2013)(Krief et
al., 2018).

A
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Figure 4.1. Modéle simplifié d’un déréglement dépendant de I’age de Defficacité
synaptique par les CSPs. A, Pour I’animal adulte, la libération de neurotransmetteurs évoquée
par une SHF (1) active des récepteurs gliaux (2) et meéne a une €lévation calcique des CSPs avec
une contribution muscarinique (M) importante (3). Des mécanismes calcium-dépendants
pourraient entrainer une libération de gliotransmetteurs (purines) (4) qui menerait a I’activation
des récepteurs Aza (5) et conséquemment a une potentialisation a long-terme de la transmission
synaptique (6). B, Pour I’animal ag¢, la libération de neurotransmetteurs évoquée par une SHF
(1) active des récepteurs gliaux (2) et meéne a une élévation calcique des CSPs avec une
contribution muscarinique diminuée (3). Cette fois, les mécanismes calcium-dépendants
pourraient entrainer une libération de gliotransmetteurs (purines) (4) qui menerait a I’activation

des récepteurs A; (5) et conséquemment a une dépression a long-terme de la transmission

synaptique (6).

4.2 Conséquences possibles des altérations synaptiques sur la fonction motrice

D’abord, une diminution de la libération de neurotransmetteurs médiée par les CSPs
sénescentes pourrait contribuer a la diminution du facteur de sécurité de la JNM, un phénomene
déja observé chez I’animal agé (Deschenes, 2011). Cela aurait pour conséquence d’augmenter
le risque d’échec du couplage entre la dépolarisation du PPM et la contraction musculaire.
Notamment, Balice-Gordon (1997) a observé pour les INMs d’animaux 4gés qu’une diminution
importante de la transmission synaptique suivant des stimulations répétées de 10-20 Hz
entrainait, environ 50% du temps, un échec pour initier la cascade de contraction musculaire.
Ces échecs vont compromettre le contrdle moteur et largement diminuer la force musculaire
générée puisque les UMs recrutées ne seront que partiellement activées. Pour les personnes
agées, cela se résume en une plus grande variabilité pendant une activité musculaire soutenue,
ce qui pourrait accentuer I’imprécision des mouvements et contribuer aux altérations des
capacités de production d’une force isométrique (Morrison and Newell, 2012). Toutefois, cette
dépression synaptique gliale dépendante semble étre compensée apres une trés longue période
chez 1’animal agé, car nous n’avons pas observé de diminution dans I’amplitude basale des

PPMs avec 1’age, notamment, par une augmentation du contenu quantique avec 1’age (Fahim,
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1997). Seulement, ce phénomene compensatoire n’a pas été observé pour notre modele d’étude.
Donc, il semblerait que cette plasticité glial-dépendante observée a un age avancé ne cible pas
des processus cellulaires persistants telles que I’expression génique et la synthése des protéines,
ou alors que d’autres mécanismes homéostatiques de plasticité synaptique soient en cause pour
rétablir D’efficacité synaptique (Badawi and Nishimune, 2018). Il serait important d’évaluer
précisément la durée de ces formes de plasticité a long-terme et particuliérement si elles peuvent
se cumuler en répétant le paradigme de stimulation, afin d’établir précisément I’impact que cette
baisse d’efficacité synaptique pourrait avoir sur la fonction motrice. A I’instar, cet effet pourrait
aussi étre favorable pour la JNM sénescente et la fonction motrice, puisqu’il permettrait de
réduire significativement la quantité d’énergie dépensée par la transmission synaptique (Harris

etal., 2012).

Par ailleurs, il existe une relation entre 1’activité synaptique et la stabilité synaptique au
niveau du SNC. Spécialement pour le phénomeéne de dépression a long-terme de la synapse qui
a été associée a son ¢limination (Wiegert and Oertner, 2013). Ce phénomene a aussi été observeé
pendant le développement de la JNM, ot un nombre surnuméraire de terminaisons axonales
sont en compétition pour former le contact synaptique et la seule terminaison axonale qui est
conservée est généralement celle avec la plus grande efficacité synaptique (Buffelli et al., 2003).
Ce n’est pas encore bien compris s’il existe une relation semblable pour la JNM adulte, mais
cela pourrait particulierement avoir un impact pour la JNM sénescente. En effet, la dénervation
de la JNM a été extensivement observée chez I’animal agé (Valdez et al., 2010; Jang and Van
Remmen, 2011) et elle est attribuée a une instabilit¢ du contact synaptique couplée a des
mécanismes de réparation inefficace qui peuvent étre gliales-dépendantes (Balice-Gordon,
1997). La dénervation de la JNM altere toutes les fonctions motrices associées au contrdle
moteur, étant donné qu’une fibre musculaire squelettique dénervée n’est plus fonctionnelle pour
I’UM et qu’elle dégénere si elle n’est pas réinnervée dans une période critique (Sakuma et al.,
2016). Aussi, la dénervation de la JNM préceéde la perte de masse musculaire et il a été proposé
qu’elle contribue a la sarcopénie qui touche les personnes agées (Deschenes et al., 2010). En
effet, une étude a montré que I’induction d’une instabilité importante de la JNM produit un
phénotype de sarcopénie chez la souris (Butikofer et al., 2011). De plus, I’instabilité¢ de la INM

dépendante de 1’age est associée a un remodelage de I’'UM avec des fibres musculaires de méme
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type anormalement rassemblées, a une augmentation de la taille des UMs et a une diminution
importante du nombre d’UMs rapides (voir la revue de Hepple and Rice, 2016). Ensemble, la
perte des fibres musculaires couplée au remodelage des UMs contribue fortement a la perte de

force musculaire (Hepple and Rice, 2016).

A 1a lumiére de ces évidences, la dénervation des INMs et I’affaiblissement suivant une
forte activité des JNMs restantes contribuent a accroitre la variabilité et la fatigabilité des
capacités motrices, en plus de diminuer la force musculaire. Lorsqu’elles sont combinées, ces
altérations motrices vont sévérement compromettre I’autonomie physique des personnes agées
(Power et al., 2013). Il est donc capital d’éclaircir les mécanismes sous-tendant la régulation

anormale par les CSPs, puisqu’elle pourrait contribuer a ces altérations de la JNM sénescente.

4.3 Qu’est-ce qui sous-tend la dysrégulation de ’efficacité synaptique par les CSPs?

Une dysrégulation de I’efficacité synaptique par les CSPs peut prendre origine a
différents niveaux dans la cascade de la modulation gliale, entre autres par une détection
inappropriée de Dl’activité synaptique par les CSPs, une gliotransmission anormale et une

altération des effecteurs gliaux.

Altérations de la détection de I’activité synaptique

D’abord, il a été proposé qu’une dysrégulation par les CSPs sénescentes de la plasticité
a long-terme soit associée a une diminution de la contribution des récepteurs muscariniques
(Krief et al., 2018). Pourquoi les récepteurs muscariniques gliaux sont-ils moins activés avec
I’age? En fait, une diminution de 1’activation des récepteurs muscariniques gliaux peut étre
médiée, entre autres, par un blocage de 1’activité synaptique (Belair et al., 2010) ou par une
diminution d’expression/interaction des neurotrophines tel que la NT-3 (Todd et al., 2007).
Aussi, elle peut étre causée par des changements avec 1’age du sous-type et du niveau
d’expression des récepteurs gliaux (M1, M3, M5) ainsi que de leur localisation. Par exemple,
les récepteurs muscariniques gliaux ne sont pas localisé€s précisément pres des régions des zones

actives pendant la formation de la JNM (Darabid et al., 2013) et il est possible qu’avec I’age les
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mécanismes cellulaires responsables de 1’ancrage de ces récepteurs muscariniques gliaux soient
altérés. De ce fait, mieux comprendre les mécanismes cellulaires responsables de I’organisation
des récepteurs gliaux et le sous-type de récepteur muscarinique glial principalement altéré avec

I’age constitue une perspective de recherche intéressante.

Une diminution de sensibilité des récepteurs muscariniques avec 1’age pourrait altérer
la réponse calcique gliale et conséquemment altérer la gliotransmission. Toutefois, tout comme
dans I’¢tude de Krief et al., (2018), nous n’avons pas observé de baisse dans I’amplitude de la
réponse calcique des CSPs sénescente & l’activité synaptique. Etant donné que I’effet
modulateur des CSPs sénescentes semble toujours calcium-dépendant, cela peut étre une
question de signalisation calcique différentiel (muscarinique vs purinergique). En d’autres mots,
il est possible que la signalisation muscarinique active des mécanismes calcium-dépendant
différents de la signalisation purinergique et conséquemment influence différemment la
libération de gliotransmetteurs. D’autant plus, cette explication est compatible avec des
¢vidences au niveau des astrocytes d’une relation spatiotemporelle entre la réponse calcique et
les propriétés de gliotransmission (Araque et al., 2014). Une expérience qui permettrait de
révéler en partie la contribution muscarinique a la modulation gliale serait d’examiner les
phénomenes de plasticité synaptique gliale dépendante a la JNM en présence d’antagoniste
muscarinique tel que 1’atropine, un puissant antagoniste a large spectre des récepteurs
muscariniques, ou préférentiellement avec un antagoniste spécifique pour les récepteurs
muscariniques gliaux (M1, M3, M5) (Wright et al., 2009). D’un autre c6té, une autre explication
concernant la signalisation calcique implique la capacit¢ des CSPs a décoder I’activité
synaptique. En effet, la modulation gliale est aussi fortement tributaire de la forme de la réponse
calcique gliale, qui correspond a un code qui dicte en quelque sorte la gliotransmission (Todd
et al., 2010). Puisque la forme de la réponse calcique des CSPs est conservée avec 1’age (Krief
et al., 2018), une interprétation inexacte de ce code calcique par les mécanismes gliaux calcium-
dépendants pourrait mener a un déréglement de la régulation gliale. Une expérience pour
éclaircir ces mécanismes de décodage serait de tester un paradigme de stimulation différent de
celui utilisé dans la présente étude, qui médie idéalement une forme de réponse gliale et
synaptique différente pour la JNM adulte telle qu’observée par (Todd et al., 2010), puis de

comparer 1’effet d’un tel paradigme de stimulation sur les propriétés de la JNM agée.
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Par ailleurs, une diminution de la contribution muscarinique est aussi associée a des
changements de I’expression génique de GFAP et a un phénotype de réparation glial (Georgiou
et al., 1999). 1l est connu qu’un phénotype de réparation pour les cellules de Schwann
my¢élinisantes est associé¢ a une régulation a la hausse des génes impliqués dans les mécanismes
de réparation du nerf et en contrepartie a une régulation a la baisse des génes impliqués dans la
fonction my¢élinisante (Arthur-Farraj et al., 2017). Dans la méme veine, une diminution de la
contribution muscarinique pourrait aussi réguler a la baisse plusieurs génes impliqués dans la
régulation gliale de I’activité synaptique et produire des changements dans la signalisation

cellulaire responsable de la dysrégulation gliale.

Altérations de la gliotransmission purinergique

La gliotransmission purinergique a été particulierement étudiée a la JNM dans le
contexte de la modulation gliale de I’efficacité synaptique (Todd et al., 2010; Ko and Robitaille,
2015). 1l est connu que le type de récepteurs présynaptiques a 1’adénosine activé (A1 ou Aza)
dépend du patron d’activité synaptique (Correia-de-Sa et al., 1996) et de la signature calcique
des CSPs (Todd et al., 2010). Puis, qu’une activation des récepteurs a 1’adénosine influence la
libération de neurotransmetteurs en régulant différents types de canaux calciques présynaptiques

(Correia-de-Sa et al., 1996; Silinsky, 2004).

Pour I’animal ag¢, les récepteurs A1 semblent étre privilégiés, puisque leur inactivation
abolit totalement la dépression synaptique qui semble aussi étre gliale dépendante. Compatible
avec nos résultats, I’activation des récepteurs A1 est préservée chez 1’animal agé, alors que
I’activation des récepteurs Aza est altérée (Pousinha et al., 2012). Ensemble, ces observations
suggerent que les mécanismes présynaptiques des récepteurs A; sont conservés avec 1’age et
que les mécanismes altérés de la modulation gliale sont plutdét en aval des effecteurs
présynaptiques. Ainsi, c’est plutdt le choix du type de récepteur a I’adénosine qui est
compromis, puisque la potentialisation a long-terme des JNMs adultes semble impliquer les

récepteurs Aza.

Etant donné que les récepteurs A; et Aza se régulent pour balancer leur activation qui est

dépendante du niveau d’adénosine (Cunha, 2001; Todd et al., 2010), un débalancement
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favorisant les récepteurs A1 chez 1’animal agé (Pousinha et al., 2012) pourrait aussi sous-tendre
la dépression synaptique médiée par les CSPs. Cependant, I’inactivation des récepteurs A et
I’abolition de D’activité calcique gliale ont produit une plasticité a long-terme similaire,
suggérant que 1’activation des récepteurs A plutdt que I’inactivation des récepteurs Ara est

responsable de la dépression a long-terme gliale dépendante.

Cependant, I’implication des récepteurs A présents sur les CSPs (Garcia et al., 2013) et
pouvant contribuer a la détection de 1’activité synaptique (Rochon et al., 2001) ne peut pas étre
exclue de notre étude. Pour éclaircir davantage le tout, il serait primordial de caractériser
complétement les capacités d’activation et d’inactivation des récepteurs A et Axa avec 1’age
pour notre modele d’étude, ainsi que I’activité des ectonucléotidases responsable de dégrader
I’ATP gliale en adénosine (Richardson and Brown, 1987; Cunha and Sebastiao, 1991; Correia-
de-Sa et al., 1996).

Interaction entre les CSPs

Les INMs du LAL sont composés de plusieurs CSPs (~3 cellules) autant pour 1’animal adulte
qu’age (Krief et al., 2018) et leur régulation de ’efficacité synaptique pourrait aussi impliquer

des interactions entre les CSPs.

Alexa 594 Alexa 594
Figure 4.2. Communication cytoplasmique entre les CSPs. (A) Images prises par

microscopie a épifluorescence du marqueur morphologique Alexa 594 quelques minutes suivant
la méthode d’électroporation de cellule unique et (B) la méme JNM une heure plus tard. Noter

la présence du marqueur morphologique au niveau du soma de deux CSPs non électroporés (*).
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Effectivement, les CSPs d’une méme JNM montrent des signes de connexion
cytoplasmique, puisque les molécules électroporées dans une CSP ont parfois diffusé au fil du
temps vers d’autres CSPs (Figure 4.2) et ce phénomene est observé aussi a la JNM agée. Tres
peu est connu sur cette communication entre les CSPs, si elle est fonctionnelle et comment elle
influence la fonction gliale et synaptique. Cette communication pourrait étre réalisée par des
jonctions communicantes (de I’anglais gap junction) qui ont été bien documentées pour d’autres
cellules gliales telles que les cellules de Schwann my¢élinisantes (Balice-Gordon et al., 1998) et
les astrocytes (Bennett et al., 2003). Les jonctions communicantes permettent le transfert, entre
autres, de métabolites, d’ions et messagers intracellulaires entre les cellules. On peut imaginer
qu’une telle communication soit bénéfique pour amplifier 1’effet modulateur des CSPs, mais
que dans des conditions pathologiques ou de vieillissement normal cela puisse amplifier la
dysrégulation gliale. Il est aussi possible que cette observation soit un artéfact induit par notre
méthode d’électroporation de cellule unique dont le fort voltage pourrait ouvrir cette
communication cytoplasmique entre les CSPs. Si tel est le cas, cette communication
cytoplasmique ne serait probablement que trés peu fonctionnelle dans des conditions normales
et elle pourrait davantage étre un vestige de leur similitude avec les cellules de Schwann
my¢linisante, tout comme 1’expression par les CSPs de molécules impliquées dans la

my¢linisation (Georgiou and Charlton, 1999; Ko and Robitaille, 2015).

4.4 Modéle intégré de la JNM sénescente

A la lumiére de la derniére section, plusieurs altérations de 1’élément glial peuvent
compromettre sa fonction régulatrice et conséquemment la fonction synaptique. Cependant, la
JNM est une synapse tripartite et il est nécessaire de considérer, puis d’intégrer les changements
survenant au niveau des trois €¢léments actifs de cette synapse puisqu’ils peuvent s’influencer
mutuellement. De ce fait, nous discuterons des altérations observées a la JNM sénescente et de

leur possible interaction (voir la Figure 4.3).
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Figure 4.3. Schéma intégratif de la JNM sénescente et des interactions possibles entre les
altérations cellulaires. (Quadrant 1) Chez I’animal agé, la terminaison axonale est amincie
avec une réserve moins importante de vésicules synaptiques (VS) et des zones actives (ZA) de
plus faible densité (Badawi and Nishimune, 2018). En surcroit, les AChRs sont positionnées en
ilots, ce qui disperse la communication synaptique. Ensemble, ces éléments pourraient refléter
un affaiblissement de la transmission synaptique, toutefois le contenu quantique (CQ) et
I’amplitude des PPMs ont plutdt été observées maintenues (présente étude) ou augmentées
(Banker et al., 1983; Fahim, 1997). Cela dénote une certaine forme de compensation pour
conserver le couplage synaptique avec la contraction musculaire. Par ailleurs, une forte activité
synaptique enclenchée par une SHF induit une réponse calcique gliale avec une contribution
muscarinique diminuée (Krief et al., 2018; en révision), ce qui refléte de possibles changements
géniques (Georgiou et al., 1994; Georgiou et al., 1999) et synaptiques. (Quadrant 2)
Notamment, une possible augmentation de I’expression de GFAP par les CSPs pourrait

expliquer I’observation plus importante de prolongements gliaux chez I’animal agé (Krief et al.,
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2018; en révision). Des changements géniques des CSPs pourraient aussi influencer la
signalisation calcique responsable de la modulation gliale dépendante de 1’efficacité synaptique.
Ce déreglement de la régulation gliale semble impliquer les récepteurs a 1’adénosine A1, dont
I’activité est conservée avec 1’age (Pousinha et al., 2012), pour mener a un affaiblissement de la
transmission synaptique. En plus, des changements neuronaux ou gliaux pourraient influencer
I’expression ou le clivage de I’agrine et contribuer a ’instabilité de la JNM (Yang et al., 2001;
Butikofer et al., 2011). Tout bien considéré, une instabilité¢ de la JNM et 1’affaiblissement de la
transmission synaptique suivant une forte activité synaptique pourraient contribuer a
I’affaiblissement musculaire observée lors du vieillissement. Noter la présence d’altérations
mitochondriales pour les différents éléments cellulaires et la présence de dérivés réactifs de
I’oxygéne (ROS) pouvant affecter I’intégrité cellulaire. Boites : altérations documentées ou

potentielles de la JNM sénescente.

4.5 Hétérogénéité des altérations associées au vieillissement normal

L’¢étude des propriétés cellulaires de résistances et de vulnérabilités face aux altérations
associées au vieillissement normal est une autre piste fortement intéressante pour mieux
comprendre les mécanismes pouvant sous-tendre tous ces changements de I’age. Effectivement,
il est bien connu que le vieillissement est, un processus multifactoriel qui affecte différemment
les capacités motrices de chaque individu, mais des différences sont aussi observées au sein
d’un méme individu (Lopez-Otin et al., 2013). En particulier, les JNMs de muscles différents
présentent une hétérogénéité pour leurs altérations morphologiques (Valdez et al., 2012) et
fonctionnelles (Banker et al., 1983). De méme, les INMs d’un méme muscle vont aussi présenter
une hétérogénéité morphologique (Jang and Van Remmen, 2011), mais aussi fonctionnelle
puisque nous observons une variabilité dans les phénomeénes de plasticité a long-terme lorsqu’on

considere chaque JNM séparément (Figure 4.4).
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Si toutes les JNMs étaient affectées de la méme maniére par le vieillissement, on
s’attendrait a observer des séparations claires dans les phénomenes de plasticité synaptique des
JNMs entre le groupe adulte et les groupes agés. Plutot, la Figure 4.4 illustre que certaines INMs
(3M, 24M et 30M) répondent similairement aux paradigmes de stimulation en s’adaptant trés
peu (=). Par ailleurs, la fréquence plutdt que la sévérité de la dépression synaptique ()
différencie les JNMs de 24M et 30M. Ces derniéres observations appuient 1’idée d’une
hétérogénéité entre les INMs sénescentes avec certaines JNMs présentant un phénotype altéré
et d’autres un phénotype semblable a la JNM adulte (Jang and Van Remmen, 2011; Valdez et
al., 2012). Une explication réside au niveau des UMs, puisque les INMs d’UM différente vont
présenter des propriétés synaptiques distinctes (Tremblay et al., 2017) et une vulnérabilité
différente dans un contexte pathologique, mais aussi dans un contexte de vieillissement normal
(Barbat-Artigas et Robitaille., 2018; article en soumission). Etant donné que les UMs rapides
fatigables avec des fibres de type Ila sont plus vulnérables a la dégénérescence lors du
vieillissement (Einsiedel and Luff, 1992), il serait important d’investiguer a 1’aide de marquage
immunohistochimique postexpérimental 1’influence des différentes UMs rapides du LAL

(Erzen et al., 2000) pour I’hétérogénéité des phénomenes de plasticité synaptique.

Considérant cette hétérogénéité importante observée avec 1’age, les CSPs d’une méme
JNM peuvent-elles aussi présenter une vulnérabilité différentielle lors du vieillissement?
Notamment, retrouve-t-on des CSPs “’saines’” et des CSPs “’altérées’” pour chaque JNM

sénescente? Une comparaison des propriétés gliales avec 1’age (Krief et al., 2018), en particulier
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de leur contribution muscarinique au niveau de la méme JNM, permettrait de révéler une
hétérogénéité. Tout de méme, nos résultats suggerent qu’au moins 2 CSPs “altérées’’, le
nombre de cellules dont I’activité calcique a été manipulée, sont suffisantes pour modifier
I’efficacité de la JNM sénescente puisque nous avons observé un effet sur la plasticité a long-
terme. D’autant plus que cette observation est compatible avec 1’étude de Todd et al. (2010)
suggérant un seuil d’au moins 50% des CSPs. Or, les INMs agées (24M) du LAL comprennent
en moyenne 3 CSPs (Krief et al., 2018), suggérant que le déréglement d’une seule CSP (CSP
non manipulée) ne semble pas en mesure d’altérer la fonction synaptique, ce qui appuient I’idée
d’un seuil de CSPs “’altérées’” pour expliquer les altérations synaptiques. Evidemment, il est
aussi possible que le chélateur calcique Bapta ait diffusé entre toutes les CSPs de la JNM, tout
comme le marqueur morphologique, et que les manipulations gliales ait affecté toutes les CSPs.
Une belle stratégie qui permettrait de mieux comprendre la relation entre 1’altération des CSPs
et I’altération synaptique serait d’induire une réponse calcique gliale, a I’aide d’un chélateur
calcique photoactivable (Todd et al., 2010), et d’en observer I’effet pour la JNM sénescente.
Particuliérement, nos données préliminaires suggerent qu’une seule CSP adulte, dont une
réponse calcique est induite, est suffisante pour potentialiser la transmission synaptique. De ce
fait, il serait treés intéressant d’examiner si I’activation d’une CSP agée est suffisante pour induire
une dépression synaptique ou si I’effet est partagé ce qui appuierait I’idée d’une hétérogénéité

des CSPs avec ’age.

4.6 Ralentir ’affaiblissement musculaire

L’affaiblissement musculaire est une étape simplement inévitable du vieillissement,
mais quelques interventions peuvent ralentir sa sévérité afin de permettre de profiter encore,

avec une belle autonomie physique, de ce que la vie peut nous réserver.

La restriction calorique et [’exercice physique

La restriction calorique (RC) et I’exercice physique (EP) sont des interventions qui ont
été extensivement documentées pour leurs effets bénéfiques sur le vieillissement normal de

I’organisme. D’abord, la RC correspond a une diminution de 1’apport calorique consommeée
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sans atteindre le point de malnutrition. Elle est directement associée a une augmentation
impressionnante de longévité d’environ 50% pour les souris et a un ralentissement du déclin
physiologique observé pour plusieurs systémes du corps, dont le syst¢éme musculaire (Fontana
et al., 2010). Effectivement, la RC réduit la perte de masse musculaire associée avec 1’age,
principalement en préservant le nombre de fibre musculaire, puis elle est associée a une
augmentation des capacités aérobiques des fibres squelettiques et a une préservation des
motoneurones spinaux (McKiernan et al., 2004; Hepple et al., 2005; Valdez et al., 2010). De
plus, elle est aussi associée a une préservation de la structure de la JNM sénescente puisque le
nombre de dénervations et la sévérité des fragmentations postsynaptiques sont fortement
diminuées (Valdez et al., 2010). Par ailleurs, ’EP a aussi été associé a un prolongement de la
longévité autant pour la souris que pour I’humain, en plus d’améliorer la force et la masse
musculaire lors d’entrainement de résistance ce qui permet de contrebalancer les effets de la
sarcopénie et de ralentir la sévérité de son apparition (Gremeaux et al., 2012). Au niveau de la
JNM, un mois d’EP a été associée a une diminution des altérations structurelles de la JNM tout
comme la RC, mais ce mois d’EP a aussi permis de renverser partiellement certaines altérations
structurelles dépendantes de 1’age (Valdez et al., 2010). L’effet protecteur de I’EP semble
toucher principalement les muscles sollicités, alors que la RC a un effet global plus important
(Valdez et al., 2010). Ainsi, il a été proposé que la préservation structurelle de la JNM sénescente
par la RC est subséquente a la préservation du motoneurone et des fibres musculaires, alors que
I’EP semble impliquer davantage de mécanismes locaux de maintenance synaptique (Valdez et
al., 2010). Etant donné le role important des CSPs dans la maintenance synaptique (Reddy et
al., 2003), il serait important de comparer les propriétés gliales chez 1’animal agé dans un
contexte de RC ou de EP, puisqu’elles pourraient étre révélatrices de propriétés gliales

bénéfiques pour la préservation de la JNM sénescente.

L’influence de I’EP n’a pas été directement évalué¢ dans notre étude, en dépit que les
souris eussent acces a une roue de course (une forme d’exercice volontaire). En fait, nous avions
opté pour le muscle LAL de ’oreille, étant donné qu’il n’est pas directement sollicité pour les
mouvements locomoteurs afin de réduire le plus possible la variabilité de I’EP sur les propriétés

des INMs (Valdez et al., 2010). Malgré tout, nous avons examiné 1’effet de I’exercice sur les
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propriétés synaptiques du LAL et nos données préliminaires montrent des différences dans la

plasticité a long-terme pour la souris adulte en absence de roue de course (Figure 4.5).
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Figure 4.5. La plasticité a long-terme des JNMs de souris adulte est affectée par I’exercice
physique. A gauche, amplitude normalisée des PPMs + SEM pendant le paradigme de
stimulation pour les JNMs de souris adulte (3M, N=6; en bleu) et adulte sédentaire (3M sed,
N=6; en noir). A droite, histogramme du changement relatif des PPMs + SEM de la 25°™ 3 la

30'™ minute suivant la premiére SHF.

Il est possible que les muscles LAL soient maintenus contractés pour garder les oreilles
de la souris accolées a son corps lors de la course, afin d’offrir davantage de dynamisme. Une
autre explication est que I’EP ait un effet indirect via notamment des changements du
métabolisme énergétique, lipidiques et au niveau systémique (Agarwal, 2012). En considérant
le tout, la variabilité du niveau d’exercice des souris est une limite importante de notre étude,
puisqu’elle pourrait influencer les altérations de la plasticit¢ synaptique. En plus, ces
changements de plasticité synaptique, dépendants de [’exercice physique, soulévent la
possibilit¢ de modifications dans la régulation de I’efficacité synaptique par les CSPs
puisqu’elles régulent ces phénomenes. Décortiquer la relation entre les CSPs et I’activité

physique est important puisque I’inactivité ou la sédentarité est un enjeu de notre société (Owen
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etal., 2010) qui est généralement associé a une aggravation des altérations liées au vieillissement

(Booth et al., 2011).

Ciblée la JNM et les CSPs

Une autre intervention intéressante serait de directement cibler les mécanismes
cellulaires pouvant sous-tendre les altérations de la JNM pour ralentir I’affaiblissement
musculaire (Butikofer et al., 2011; Gonzalez-Freire et al., 2014; Hepple and Rice, 2016). L’idée
est de préserver la fonction et la maintenance de la JNM. Une approche thérapeutique ciblant la
JNM est avantageuse puisque cette synapse périphérique n’est pas limitée par la barriere
hématoencéphalique (Pardridge, 2012). Cela permet d’explorer des molécules potentielles dont
I’action n’est limitée qu’en périphérie pour minimiser les effets adverses possibles. Un exemple
important est les neurotrophines, qui ont déja été proposés comme candidat d’intérét pour la
JNM sénescente puisqu’elles vont jouer des rdles cruciaux dans la maintenance et la survie de
la synapse (Balice-Gordon, 1997; Jang and Van Remmen, 2011). Toutefois, les neurotrophines
vont aussi agir sur un tres large spectre de mécanismes cellulaires centraux et en périphérie, puis
des thérapies reposant notamment sur le BDNF ou le CNTF ont observé plusieurs effets

adverses, dont des effets systémiques et musculaires (1996; Kazim and Igbal, 2016).

Notre étude souléve les CSPs comme un candidat d’intérét. Effectivement, nos résultats
couplés a d’autres évidences suggerent que la fonction modulatrice et neuroprotectrice des CSPs
ne semble plus optimale pour maintenir la JNM sénescente (Balice-Gordon, 1997)(Krief et al.,
2018; en révision). Des lors, des interventions visant a rétablir les propriétés et/ou la régulation
des CSPs sénescentes, comparable a celle observée pour I’animal adulte ou la maintenance et la
réparation de la JNM sont efficaces, permettraient probablement de ralentir la dégénération de
la JNM sénescente. Ainsi, une premicre approche serait d’accroitre la sensibilité des récepteurs
muscariniques gliaux (M1, M3, M5) a I’aide d’agoniste spécifique pour possiblement rétablir
les propriétés de détection de 1’activité synaptique. Cependant, dans ces conditions les CSPs ne
pourraient plus détecter adéquatement des atteintes de la fonction synaptique par une baisse
d’activation de leurs récepteurs muscariniques, un signal crucial associé¢ aux mécanismes gliaux

dépendants de réparation de la JNM (Georgiou et al., 1999). Il est donc crucial d’identifier
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précisément quel récepteur muscarinique glial est altéré avec 1’age, si tel est le cas, pour
développer une approche ciblant spécifiquement 1’activation de ce récepteur ou ces mécanismes

de régulation (Haga, 2013).

Une autre approche, soulevée par notre étude, serait d’intervenir sur les effecteurs gliaux
et particuliérement sur les récepteurs a 1’adénosine. Effectivement, une inactivation des
récepteurs A pour I’animal 4gé ne compromet pas la transmission synaptique basale de la JNM,
mais cette intervention était suffisante pour renverser les altérations de plasticité a long-terme,
et ce, pour toutes les souris expérimentées. Cette inactivation des récepteurs A1 permettrait aussi
de modifier le débalancement d’activation Ai/Axa observée chez I’animal 4gé (Pousinha et al.,
2012). Comment une telle inactivation est bénéfique et suffisante pour ralentir la dégénération
de la JNM sénescente reste une question ouverte. De ’autre coté, une étude a observé une
diminution de la longévité et des problémes moteurs pour les souris KO du récepteur A
(Gimenez-Llort et al., 2002), mais ces effets adverses peuvent aussi €tre attribués a des
problémes développementaux ou des altérations Aj-dépendantes des fonctions
cardiovasculaires, rénales et hépatiques (Chen et al., 2013). Donc, une approche ciblant les
récepteurs A1 nécessite d’étre particuliérement vigilant pour minimiser les effets adverses (Chen
et al.,, 2013). Une premicre €tape serait d’évaluer les effets adverses dans des conditions ou
seulement les récepteurs A1 des motoneurones sont ciblés, notamment a 1’aide de souris knock-
out conditionnelles, avant d’approfondir la recherche pour des cibles potentielles spécifiques a
I’interaction purinergique des CSPs. Etonnamment, un antagoniste commun des récepteurs &
I’adénosine est la caféine (Daly and Fredholm, 1998; Karcz-Kubicha et al., 2003) et la
consommation de café est associée a long-terme a des effets protecteurs contre le vieillissement
et a une diminution du risque de décés (méme pour une consommation d’une ou deux tasses par

jour) (Je and Giovannucci, 2014).

Une dernieére approche treés intéressante serait plutdt d’inhiber la gliotransmission
purinergique directement au niveau des CSPs, c’est-a-dire en ciblant les mécanismes de relache
d’ATP gliale. Cette inhibition permettrait d’abolir en partie la modulation gliale, ce qui réduirait
indirectement les capacités d’adaptation des JNMs, mais cela permettrait probablement de
renverser les altérations de la plasticité synaptique. Ces mécanismes ne sont pas connus pour les

CSPs (Ko and Robitaille, 2015). Toutefois, elles ont été investiguées pour les astrocytes, bien
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que le sujet reste encore controversé, et il a été proposé que des mécanismes d’exocytoses
vésiculaires et/ou des canaux spécifiques soient impliqués. Il reste a investiguer la présence de
ces ¢léments gliaux au niveau des CSPs a I’aide de révélation immunohistochimique et leur

fonctionnalité a I’aide de bloqueur spécifique.

4.7 Une possible dysrégulation synaptique par les CSPs dans la SLA

Une accumulation d’évidences supporte I’implication active des cellules gliales dans
plusieurs maladies neurodégénératives (Griffin et al., 1998; Barres, 2008; Philips and Rothstein,
2014), dont le vieillissement est souvent considéré comme le principal facteur de risque (Niccoli
and Partridge, 2012). Notamment, la SLA est une maladie fatale dont les premiers symptomes
de paralysie musculaire apparaissent treés tot comparativement au vieillissement (< 60 ans) et
évoluant trés rapidement (2-5 ans) pour mener au déces du patient (Wijesekera and Leigh, 2009).
La SLA est essentiellement caractérisée par la mort des motoneurones et elle implique autant
les cellules neuronales que non neuronales (Clement et al., 2003; Boillee et al., 2006). Pendant
la progression de la maladie, des altérations synaptiques et gliales ont été observées a la JNM,
avant la dégénération des motoneurones (Arbour et al., 2015; Tremblay et al., 2017) et sans
nécessairement y étre associée (Gould et al., 2006) (voir revue de Arbour et al., 2017). De ce
fait, la dégénérescence de la JNM est aussi un élément clef de la SLA et il a été proposé que les

CSPs puissent jouer un role dans cette dégénérescence synaptique (Arbour et al., 2017).

Parmi les changements observés en stade pré-symptomatique dans un modele murin de
SLA, Arbour et al.,, (2015) ont révélé une augmentation anormale de la contribution
muscarinique des CSPs lors de la détection de I’activité synaptique, conjointement a une
augmentation de la transmission synaptique et ces altérations persistent jusqu’au début des
symptomes. Curieusement, ces changements sont a I’opposé de ce qui est observé pour les CSPs
sénescentes (Krief et al., 2018), ce qui pourrait suggérer une dysrégulation gliale de 1’efficacité
synaptique dans la SLA. D’autant plus que cet effet miroir dans les propriétés gliales et
synaptiques, entre le vieillissement normal et la SLA, est aussi observé pour les effecteurs gliaux
puisque I’activation des récepteurs Aza est facilit¢ dans un stade pré-symptomatique de SLA

(Nascimento et al., 2014), alors qu’il est altéré a la baisse lors du vieillissement (Pousinha et al.,
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2012). En considérant le tout, il serait intéressant d’examiner les capacités régulatrices des CSPs
pendant la progression de la SLA et d’éclaircir les raisons pour lesquelles des changements au
niveau des propriétés gliales, dans des directions opposées, vont &tre associés a une
dégénérescence de la JINM (Valdez et al., 2012). Une explication serait que des altérations
intrinséques de la contribution muscarinique, a la hausse ou a la baisse, compromettent les
capacités gliales de maintenance et de réparation synaptique qui vont jouer un réle déterminant

dans I’intégrité de la JNM (Arbour et al., 2017).

Conclusion

Pour conclure, nos résultats montrent de profondes altérations dans la plasticité a long-
terme a la JNM sénescente qui semblent étre fortement médiées par les CSPs et dépendantes
des récepteurs a 1’adénosine. De ce fait, notre étude met en lumiére I’implication possible des
cellules gliales dans les altérations synaptiques survenant lors du vieillissement normal, tout en
soulevant I’importance d’éclaircir le role des cellules gliales dans la dégénérescence de la JINM
et I’affaiblissement musculaire. Pour la suite, une meilleure compréhension des interactions
neurone-glie a la JNM sénescente permettrait d’identifier de potentielles cibles thérapeutiques
dans le but de ralentir la sévérité de I’affaiblissement musculaire qui marque I’autonomie des
personnes agées. Aussi, nos observations d’un déréglement dans la régulation gliale de
I’efficacité synaptique évoquent I’importance d’examiner I’implication des astrocytes, des
régulateurs importants de 1’efficacité synaptique au niveau du SNC (Panatier et al., 2011), dans
des conditions de vieillissement normal ou pathologique puisque des altérations synaptiques ont
aussi été reportées (Selkoe, 2002; Barnes, 2003; Burke and Barnes, 2010; Azpurua and Eaton,
2015).
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