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RÉSUMÉ 

Les travaux sur la maladie de Farber ont permis de mettre en cause le déficit en 
enzyme céramidase et l'accumulation de céramides dans la neurodégénérescence 
caractéristique de cette affection. Dans des études récentes, les chercheurs ont 
également observé que des niveaux élevés en céramides prédisposent au 
développement de la démence de type Alzheimer. On sait que le dysfonctionnement 
neuronal chez les sujets Alzheimer résulte, en partie, d'une hyperphosphorylation 
de la protéine Tau. Le présent travail s'est intéressé "à l'influence potentielle exercée 
par les céramides sur cette protéine. En inhibant la dégradation endogène des 
céramides par l'enzyme céramidase, il a été possible de démontrer que la protéine 
Tau devient hyperphosphorylée à son site Ser262. Non seulement cette hausse de 
phosphorylation requiert l'ion calcium, mais elle nécessite l'activation d'une 
protéine kinase, la CamKII dans l'hippocampe; une région du cerveau précocement 
atteinte par la maladie d'Alzheimer. Sur le plan électrophysiologique, l'accumulation 
de céramides engendre une hausse de la réponse synaptique médiée par les 
récepteurs NMDA du glutamate. En s'accumulant dans la cellule, les céramides 
exerceraient des actions biochimiques susceptibles d'accroitre le nombre de 
récepteurs NMDA à la surface des neurones pour favoriser l'hyperphosphorylation 
de la protéine Tau. L'ensemble des observations obtenues dans le cadre de ce travail 
conduit à penser que les céramides seraient impliqués dans la ' pathogénèse 
Alzheimer par un mécanisme dépendant des récepteurs NMDA. Or, il va sans dire 
que cette découverte présente un intérêt considérable pour la mise au point 
d'éventuelles approches thérapeutiques susceptibles de retarder les anomalies 
cognitives chez les sujets Alzheimer. Rappelons que les succès thérapeutiques en 
cette matière sont particulièrement limités. 

Mots-clés: céramides; céramidases; Alzheimer; Farber; GluN2B; récepteurs NMDA; 
protéine Tau 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

La perte des cellules neuronales est un phénomène intrinsèque de l'évolution 

de nombreuses pathologies affligeant le système nerveux. Or, on sait maintenant que 

les mécanismes délétères sous-jacents aux affections neurodégénératives 

impliquent vraisemblablement l'intervention de molécules chimiques produites par 

le tissu nerveux, allant des neurotransmetteurs endogènes aux messagers 

intracellulaires. Les céramides, des seconds messagers lipidiques normalement 

produits par les cellules, sont actuellement mis en cause dans les maladies 

neurodégénératives comme l'Alzheimer (Kaya et al., 2017a; Mielke et al., 2012; Noel 

et al., 2017) et la maladie de Parkinson (Doroudgar and Lafleur, 2017; Ferrazza et 

al., 2016). L'implication néfaste des céramides est dominante, par ailleurs, chez les 

jeunes patients souffrant de la maladie de Farber, une affection très rare qui se 

manifeste à la naissance par une incapacité des cellules à produire une enzyme 

lysosomale indispensable à l'épuration intracellulaire de ces métabolites lipidiques. 

Le déficit enzymatique porte essentiellement sur la céramidase dite acide (Dulaney 

et al., 1976; Nivaggioni et al., 2016; Yu et al., 2018). En absence de cette enzyme, une 

accumulation excessive de céramides se produit dans l'organisme, en particulier, au 

niveau du tissu nerveux. Dans la forme classique de la maladie, les symptômes 

neurologiques apparaissent dès les premières semaines de vie avec un retard de 

développement psychomoteur et des troubles de la déglutition. La maladie est 

malheureusement irréversible, voire fatale (Cappellari et al., 2016; Zielonka et al., 

2017). 

Malgré l'avancement des connaissances, les mécanismes initiateurs 

sous-jacents à la neurodégénérescence induite par l'accumulation de céramides 

restent méconnus. L'hypothèse avancée par plusieurs experts du domaine de la 
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neurobiologie est que la mort des neurones dans diverses affections résulte de 

l'action néfaste d'un neurotransmetteur endogène, le glutamate (Fanani and Maggio, 

2017; Girling et al., 2018). Le concept en question sous-tend que la transmission 

neuronale excitatrice médiée par le glutamate peut, dans certaines conditions, 

favoriser l'apparition de lésions pathologiques irréversibles dans le cerveau (Norris 

et al., 2006; Rueda et al., 2016; Tanovic and Alfaro, 2006; Xu et al., 2016). 

Or, rappelons que pour les neurobiologistes, l'action néfaste exercée par le glutamate 

sur les neurones impliquerait fort probablement une activation excessive des 

récepteurs synaptiques de type NMDA (Belousov and Fontes, 2016; Punnakkal and 

Dominic, 2018; Rothman and Olney, 1995; Sun et al., 2016). La protéine Tau, surtout 

connue pour son implication dans la maladie d'Alzheimer, est d'ailleurs hautement 

régulée par ces récepteurs (NMDA) du glutamate (Sun et al., 2016). 

Les études effectuées dans cadre du présent mémoire tenteront de vérifier 

l'hypothèse que les neurones exposés aux céramides présentent une réponse accrue 

des récepteurs NMDA. Un phénomène qui pourrait logiquement impliquer une 

hyperphosphorylation de la protéine Tau dans les neurones. Certes de nature 

fondamentale, la recherche proposée dans ce mémoire devrait accroître nos 

connaissances sur les causes du dysfonctionnement neuronal survenant à la suite 

d'une production accrue en céramides. Elle pourrait également fournir des 

informations indispensables favorisant la mise au point de stratégies thérapeutiques 

novatrices capables de contrer les effets délétères de ces médiateurs lipidiques dans 

diverses conditions pathologiques comme les maladies d'Alzheimer, de Parkinson et 

de Farber. 

1.1 Métabolisme et grandes fonctions des céramides 

Comme plusieurs autres intermédiaires bioactifs, les céramides font partie 

intégrante de la voie métabolique des sphingolipides. Ce groupe de messagers 

lipidiques compte plus de 50 molécules différentes se distinguant de par la longueur 
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de leur chaîne hydrocarbonée (Fanani and Maggio, 2017). Les céramides sont 

considérés comme un point de convergence métabolique, car ils occupent une 

position centrale dans la biosynthèse et le catabolisme des sphingolipidiques 

assurant, du coup, un rôle de précurseur pour de nombreuses molécules bioactives 

comme la sphingosine et la sphingosine-l-phosphate (Czubowicz and Strosznajder, 

2014; Kihara, 2016; Ogretmen, 2018). Ils sont donc les chefs d'orchestre des 

sphingolipides et peuvent être générés dans la cellule par différentes voies 

métaboliques (Okabe and Kishimoto, 1977; Zheng et al., 2006). La connaissance du 

métabolisme des sphingolipides a progressé grâce à l'identification et au clonage des 

différentes enzymes impliquées dans le métabolisme de ces médiateurs lipidiques 

(Heung et al., 2004; Huitema et al., 2004). 

Les céramides sont principalement formés par deux voies métaboliques 

distinctes: la voie de synthèse de novo initiée par la condensation de la sérine et du 

palmitoyl CoA et conduisant, par une cascade de réactions enzymatiques, à la 

formation de céramide dans le réticulum endoplasmique, ou bien la voie dépendante 

de la sphingomyélinase membranaire. Dans une moindre mesure, les céramides sont 

produits par une « voie de recyclage» où la sphingosine est formée dans les 

lysosomesjendosomes tardifs par hydrolyse des céramides, issus de la dégradation 

de sphingolipides complexes (sphingomyéline et glycosphingolipides) (Bartke and 

Hannun, 2009; Gangoiti et al., 2010; Testai et al., 2015). En approfondissant le 

métabolisme des céramides, les chercheurs ont pu démontrer que les enzymes 

céramides synthases (CerS) jouent un rôle primordial dans la production des 

différentes espèces moléculaires de céramides; lesquelles se présentent avec des 

chaines carbonées plus ou moins longues allant de 14 à 26 atomes de carbones. 

Sur le plan biochimique, il a par ailleurs été démontré que six isoformes de CerS 

(CerSl-6) interviennent dans la production de céramides (Mullen et al., 2012). 
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Figure 1.1 Représentation schématique du métabolisme des céramides. 
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Les céramides intracellulaires dérivent essentiellement de 
deux grandes voies métaboliques. Une première dite de novo et une 
seconde impliquant l'hydrolyse de la sphingomyéline par la 
sphingomyélinase. Les céramides sont également issus par une voie de 
recyclage acide (salvage) (Tirée de: Bikman and Summers, 2011). 

On le sait aujourd'hui, les céramides sont des seconds messagers 

indispensables assurant de nombreux processus biologiques tels que l'induction de 

l'apoptose, de la différenciation, l'inhibition de la prolifération et la régulation des 

processus inflammatoires (Ogretmen, 2018; Uchida, 2014). De plus, ils sont 

considérés comme des médiateurs centraux coordonnant la réponse au stress chez 

les eucaryotes (Chen et al., 2015; Pfeilschifter and Huwiler, 2000). L'augmentation 

des céramides intracellulaires par ajout de formes exogènes à courtes chaînes (Obeid 

et al., 1993) ou par stimulation de leur synthèse par addition de sphingomyélinase 

bactérienne (Jarvis et al., 1994) induit l'apoptose chez des cellules HL-60. 

Par ailleurs, les céramides sont vraisemblablement des médiateurs de l'apoptose 

induite par les cytokines dont le TNFa (par la voie FAS ou par le récepteur BcR des 

lymphocytes B) (Bartke and Hannun, 2009; Jana et al., 2009; Jarvis et al., 1994; Obeid 



5 

et al., 1993; Yadav and Tiwari, 2014), par les rayonnements ultraviolets (Reich and 

Medrek, 2013), ou encore par les agents antinéoplasiques comme la daunorubicine 

(Jaffrezou et al., 1996). En général, les céramides induisent l'apoptose en amont de 

la voie mitochondriale en inhibant la voie de signalisation PI3K-Akt et en 

déphosphorylant la protéine Bad (un membre de la famille Bcl-2), ce qui aboutit à la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale et au relargage de médiateurs 

apoptotiques (Lin et al., 2007; Stoica et al., 2003; Ueda, 2015). 

Les céramides peuvent aussi induire l'apoptose en activant la protéase 

Cathepsin D (De Stefanis et al., 2002; Lin et al., 2016) qui couple la sphingomyélinase 

lysosomale à la voie mitochondriale d'apoptose en réponse au TNFa (Heinrich et al., 

2004). Ils peuvent également s'accumuler dans diverses situations de différenciation 

cellulaire: lors de la différenciation de la lignée pro-myéloïde HL-60 provoquée par 

une déplétion en sérum (Jayadev et al., 1995) ou par la vitamine D3 (Bini et al., 2012; 

Okabe and Kishimoto, 1977; Okazaki et al., 1990) lors de la différenciation 

myogénique induite en réponse à l'hormone antidiurétique dans les cellules L6 

(Mebarek et al., 2007) et lors de la différenciation monocytaire résultant de 

l'influence des cytokines comme l'interféron gamma (Kim et al., 1991). Sur le plan 

structural, les céramides contribuent à l'ordonnancement lipidique des membranes 

cytoplasmiques affectant du coup leur perméabilité (Paloncyova et al., 2015; Ruvolo, 

2003; Skolova et al., 2016). Par ailleurs, les membranes biologiques présentent des 

domaines aux propriétés particulières, moins fluides, où les lipides sont organisés en 

phase et donc insolubles dans les détergents à froid. Ces micro domaines ou 

«radeaux lipidiques» présents dans la bicouche membranaire sont enrichis en 

céramides et en cholestérol. Ils servent de plateformes de signalisation régulant la 

disponibilité des récepteurs et autres protéines transmembranaires (Mencarelli and 

Martinez-Martinez, 2013; Wang and Klauda, 2017). 
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1.1 Les enzymes céramidases 

Les céramidases sont les enzymes se situant au centre de la dégradation des 

céramides excédentaires en dérivés fonctionnels comme la sphingosine et des acides 

gras (Figure 1.2). Ces enzymes sont nommées selon leur pH optimal d'action soit 

céramidase alcaline, neutre ou acide; cette dernière étant active principalement dans 

les lysosomes et présente une expression ubiquitaire relativement élevée (Saied and 

. Arenz, 2014). Les souris déficientes pour le gène codant . pour cette enzyme 

présentent toutefois un phénotype létal (Eliyahu et al., 2007) car elles développent 

une dysfonction multisystémique dès le tout jeune âge (Sikora et al., 2017). 

Sa déficience chez l'humain a clairement été mise en cause dans la maladie de Farber 

et plus récemment dans une forme rare d'atrophie musculaire d'origine spinale 

(Schuchman, 2016). 

OH 

OH 

HO~ 
HNAl 
~ 
o Ceramide 

• 
Ceramidase 

HO~ 
NH

2 
Sphingosine 

HO~ 
o Fattyacid 

Figure 1.2 Action des céramidases. 
Les céramides excédentaires sont éliminés par l'action des 
enzymes céramidases pour donner la sphingosine et un acide gras 
(Source: Custom Mempro, 2005). 
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La céramidase neutre est située au niveau de la membrane plasmique. Son pH 

optimum est de 7 et elle assure par son activité la protection des cellules contre 

l'apoptose induite par le TNF-a (Ito et al., 2014; Osawa et al., 2005). La céramidase 

alcaline agit à un pH situé entre 8,5 et 9,5. Elle se présente sous trois formes 

distinctes. Celle de type l, essentiellement exprimée au niveau de la peau, 

posséderait la capacité de réguler le cycle cellulairé et la différenciation des 

kératinocytes. La céramidase alcaline de type 2 serait quant à elle impliquée dans la 

survie cellulaire (Sun et al., 2010) alors que la céramidase alcaline 3 serait engagée 

dans la prolifération et l'apoptose (Coant et al., 2017). 

Sur le plan pharmacologique, divers composés analogues des céramides 

ont été identifiés comme agents inhibiteurs des enzymes céramidases. Par exemple, 

le composé N-[(lR, 2R)-2-hydroxy-l-(hydroxyméthyl)-2-( 4-nitrophényl)éthyl]­

tétradécanamide (appelé D-NMAPPD) possède une forte propension à inhiber la 

céramidase de type acide trouvée dans les lysosomes (Figure 1.3). Or, par sa capacité 

à élever les taux endogènes de céramides, l'inhibiteur en question serait à même de 

limiter la progression des cellules cancéreuses, et ce, par des processus variés 

impliquant l'apoptose de même que la prolifération de certaines cellules comme les 

kératinocytes (Raisova et al., 2002). 

OH 

o 

Figure 1.3 Structure chimique du D-NMAPPD. 
Le D-NMAPPD est un analogue chimique des céramides possédant une 
action inhibitrice sur la céramidase acide contenue principalement 
dans les lysosomes (Source: Cayman Chemical, 2010). 
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1.2 Implications pathologiques des céramides 

Les pathologies humaines pour lesquelles l'effet des céramides est le mieux 

documenté sont la résistance à l'insuline (Broskey et al., 2018; Kitessa and 

Abeywardena, 2016), l'inflammation (Ghidoni et al., 2015) et le cancer (Huang and 

Freter, 2015). Par exemple, on sait que l'obésité prédispose les individus au 

développement de la résistance à l'insuline, au niveau du foie et du muscle. 

Divers mécanismes sont proposés pour expliquer comment l'excès . d'adiposité 

s'oppose à l'action de l'insuline. Premièrement, quand la capacité de stockage du 

tissu adipeux est dépassée, les graisses s'accumulent dans des tissus non adaptés, ce 

qui induit la formation de métabolites inhibiteurs de la signalisation de l'insuline. 

Par ailleurs, l'obésité déclenche un état d'inflammation chronique, et les cytokines 

libérées par le tissu adipeux ou les macrophages qui y sont infiltrés inhibent l'action 

de l'insuline. Dans les deux cas, les céramides semblent impliqués (Summers, 2006) 

et l'ensemble des données obtenues sur le sujet tentent à indiquer que la piste des 

céramides doit être considérée pour la prise en charge des complications 

cardiovasculaires et métaboliques associées au développement de la résistance à 

l'insuline chez les sujets obèses (Abursayn et al., 2016; Laaksonen et al., 2016). 

Par ailleurs, un des effets des céramides est d'activer le facteur de transcription 

NF-KB qui est impliqué dans la mise en œuvre de la réponse inflammatoire en 

induisant, entre autres, l'expression d'enzymes pro-inflammatoires comme la cyclo­

oxygénase 2 (COX2) (Sarkar et al., 2004). Plus récemment, les céramides ont été 

identifiés comme acteurs centraux participant à la régulation des processus 

inflammatoires induits par l'interleukine-l (Shi et al., 2016) et la migration des 

macrophages (Ordonez et al., 2016; Ouro et al., 2014). En ce qui a trait au cancer, on 

suspecte que le développement de la résistance aux drogues de certaines tumeurs 

trouve son origine dans un défaut de l'accumulation des céramides, ce qui 

favoriserait la progression tumorale (Ogretmen, 2018; Zhang et al., 2018). 

Par exemple, les lignées cellulaires résistantes à l'adriamycine et KB-V-l résistantes 

à la vinblastine, présentent la particularité d'avoir des taux de céramides endogènes 
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très bas en raison d'une forte activité glucosylcéramide synthase (Lavie et al., 1996; 

Lucci et al., 1999). Les céramides seraient également au centre des mécanismes 

assurant la protection de l'organisme contre divers cancers, comme ceux du 

poumon, de par leurs effets régulateurs de l'apoptose et de l'autophagie (Morad et 

al., 2013). Toutefois, il a été récemment démontré que l'accumulation de céramides 

endogènes résultant de la perte d'activité en céramidase alcaline de type 3 serait à 

même d'accentuer le risque de développer une tumeur au colon (Wang et al., 2016). 

Les enquêtes portant sur l'influence néfaste des céramides au niveau du tissu 

nerveux font l'objet de nombreuses investigations. Au cours des dix dernières 

années, les études ont notamment convergé vers l'implication des céramides dans le 

développement des maladies neurodégénératives chroniques. Chez la souris, par 

exemple, l'accumulation de céramides dans le cortex a été mise en cause lors du 

vieillissement du cerveau. L'augmentation la plus drastique s'observe pour la 

galactosylcéramide dont le niveau est environ 300 fois supérieur chez les animaux 

âgés de 25 mois comparés aux animaux de 3 mois (Cutler et al., 2004). 

Fait intéressant, l'accumulation excessive de la galactosylcéramide semble être 

associée à l'apparition des dommages neuronaux typiques des cerveaux Alzheimer 

(Hejazi et al., 2011). Il s'agit, en réalité, de lésions histopathologiques caractérisées 

par des amas extracellulaires d'amyloïdes et d'une dégénérescence neurofibrillaire 

intracellulaire (Haughey et al., 2010; Jazvinscak et al., 2015; Kaya et al., 2017b). 

Lorsque des neurones d'hippocampe mis en culture sont exposés à la protéine 

~-amyloïde, les céramides s'accumulent dans les neurones, suggérant que ces 

médiateurs lipidiques exercent un rôle essentiel dans la toxicité exercée par le 

peptide ~-amyloïde dans les cerveaux Alzheimer (Miller et al., 2009). 

L'étude de Michelle Mielke de la Clinique Mayo (Rochester) a donné un 

éclairage impressionnant sur la contribution des céramides dans la maladie 

d'Alzheimer (Mielke et al., 2012). En effet, cette étude tente de démontrer que les 

femmes possédant de hautes concentrations de céramides dans le sang présentent 

un risque dix fois plus important que la normale de développer une démence de type 
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Alzheimer. Selon des travaux récents, les céramides pourraient être mis en cause 

dans l'apparition des troubles cognitifs chez les sujets Alzheimer, et ce, de par la 

capacité de ces médiateurs lipidiques à entretenir le déficit cholinergique (Dontigriy 

et al., 2012). L'observation que les céramides sont en mesure de perturber la 

formation de la plasticité électrophysiologique hippocampale (c.à.d. la PLT) est 

assurément un autre indice de la capacité de ces médiateurs lipidiques à perturber 

le fonctionnement du cerveau (Maalouf and Rho, 2008; Wang et al., 2017). 

Outre l'Alzheimer, des perturbations pathologiques en céramides ont également été 

proposées pour expliquer les anomalies neuronales survenant dans d'autres 

affections neuropathologiques chroniques comme la maladie de Parkinson (Mielke 

et al., 2013) et la sclérose latérale amyotrophique (Vidaurre et al., 2014; Wrenger et 

al.,1982). 

1.3 Les récepteurs NMDA, excitotoxicité et phosphorylation de Tau 

Les travaux de ces 40 dernières années apportent de nombreux arguments 

pour un rôle important du glutamate dans les processus cognitifs, en particulier la 

mémoire, notamment par l'intermédiaire de la potentialisation à long terme (PL T). 

Fait ironique, on attribue à ce neurotransmetteur excitateur des effets 

potentiellement toxiques mettant en œuvre le processus d'excitotoxicité et, 

conséquemment, la mort neuronale. La mise en jeu préférentielle de certains 

récepteurs au glutamate, comme les récepteurs NMDA, apparaît déterminante dans 

le développement des processus de la mort cellulaire dans des conditions 

pathologiques variées allant de l'ischémie cérébrale (Dhawan et al., 2011) à 

l'épilepsie (Lopes et al., 2013; Punnakkal and Dominic, 2018) en passant par la 

maladie d'Alzheimer (Gonzalez et al., 2015; Ong et al., 2013; Rammes et al., 2017) et 

la sclérose latérale amyotrophique (Jiang et al., 2017; Madji Hounoum et al., 2016). 

L'activation de ces récepteurs, au-delà des effets excitotoxiques qu'elle 

entraîne, serait également à même d'augmenter la phosphorylation de la protéine 
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Tau; un phénomène caractéristique de plusieurs situations neuropathologiques 

(De Montigny et al., 2013; Li et al., 2014). Selon toute vraisemblance la 

phosphorylation précoce du résidu Ser262 dans le domaine de liaison aux 

microtubules (ou MBD) de la protéine Tau constituerait une étape clef de la 

pathologie Alzheimer (Figure 1.4). En résulteraient, du coup, un détachement 

de cette protéine du réseau microtubulaire et l'apparition subséquente de la 

neurodégénérescence dite fibrillaire (Fischer et al., 2009; Iijima et al., 2010; Ikura 

et al., 1998; Lauckner et al., 2003; Song and Yang, 1995). De nombreuses 

enzymes phosphorylantes, nommées kinases, sont soupçonnées d'accroître la 

phosphorylation de la protéine Tau via l'activation des récepteurs NMDA (Li et al., 

2004; Tell and Hilgeroth, 2013). Sur ce plan, les travaux des chercheurs braquent 

résolument les projecteurs sur les kinases GSK3, Cdk5, PKC et CamKII. 

Nt 

Repeat domains 

1111 ~-t regi:n 

~ • • ~ 1" 1 ~I~I~ 

.----------t~ ......... ---------t.~ ......... ---~.~ 
Projection region Proline-rich domain Microtubule-binding 

domain (MBD) 

Ct 

Figure 1.4 Représentation schématique de la protéine Tau. 
De manière générale la protéine Tau compte 4 régions distinctes 
comptant près de 80 résidus phosphorylés sensibles aux enzymes 
kinases (et phosphatases également) (Tirée de: Wang et al., 2014). 

Les récepteurs NMDA sont des canaux ioniques exprimés abondamment dans 

le système nerveux central avec une préférence pour la région hippocampale (Lee 

and Kesner, 2002). Ils sont sensibles aux acides aminés excitateurs comme le 

glutamate et, plus particulièrement, au dérivé pharmacologique qu'est le N-méthyl­

D-aspartate (d'où NMDA). Ces récepteurs sont formés de quatre sous-unités, 
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deux sous-unités GluN1 obligatoires s'associant à deux autres sous-unités 

complémentaires (GluN2A ou GluN2B). L'agoniste naturel des récepteurs NMDA est 

le glutamate endogène, lequel se fixe essentiellement avec les sous-unités GluN2 

(A et B). Les études de la biophysique neuronale indiquent toutefois que l'activation 

des récepteurs NMDA requiert, en plus du glutamate, la liaison d'un co-agoniste, 

la glycine. Une fixation qui n'intéresse alors que les sous-unités GluN1. L'ouverture 

des canaux survient, suite à la liaison de ces deux ligands, en plus de la dépolarisation 

de la membrane du neurone (Blanke and Van Dongen; 2009; Newcomer et al., 2000; 

Vyklicky et al., 2014). 

À ce jour, les observations fonctionnelles nous indiquent que c'est la quantité 

d'ions calcium qui assure le pouvoir excitotoxique du glutamate dans le cerveau. 

Or, les études sur le sujet montrent que les sous-unités GluN2B constituent l'élément 

clef de la toxicité glutamatergique. De façon générale, les données expérimentales 

tentent de démontrer que les récepteurs GluN2A situés dans la densité 

postsynaptique génèrent les effets bénéfiques du glutamate sur le cerveau, alors que 

les effets néfastes eux sont le fruit d'une stimulation intempestive des mêmes 

récepteurs se trouvant dans les compartiments extrasynaptiques (Garcia-Munoz et 

al., 2015; Gardoni et al., 2009; Loftis and Janowsky, 2003; Petralia, 2012; Zhou et al., 

2015a; Zhou et al., 2015b) (Figure 1.5). 
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Figure 1.5 Localisation des récepteurs NMDA. 
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Les récepteurs NMDA présentent une localisation préférentielle dans 
le tissu nerveux. Alors que les récepteurs GluN2A se concentrent 
principalement dans la densité postsynaptique (PSD), alignée avec 
la terminaison nerveuse, les récepteurs GluN2B se trouvent quant à 
eux concentrés dans la portion éloignée de la synapse (région 
extrasynaptique) (Tirée de : Van Horn et al., 2013). 

Comme bien d'autres protéines, la présence de récepteurs GluN2B à la surface 

des neurones est contrôlée par des processus de phosphorylation. Par exemple, les 

récepteurs GluN2B contiennent trois sites de phosphorylation ciblés par la protéine 

kinase Fyn (Tyr1252, Tyr1336 et Tyr1472). Sur le plan physiologique, le résidu 

Tyr1472 apparaît comme un site préférentiel de phosphorylation empêchant 

l'endocytose du récepteur et, subséquemment, son accumulation à la surface des 

neurones via un mécanisme impliquant l'adaptine-2 (AP-2) (Lavezzari et al., 2003; 

Roche et al., 2001; Schweitzer et al., 2017). La phosphorylation des résidus Ser1480 

de la sous-unité GluN2B aurait également pour effet de réduire l'expression des 

récepteurs NMDA à la surface des membranes (Chung et al., 2004; Strong et al., 

2014). 



CHAPITRE II 

HYPOTHÈSES DE RECHERCHE 

Depuis quelques années déjà, on suspecte que l'accumulation de céramides 

contribue à la mort neuronale dans diverses situations neuropathologiques. Or, les 

recherches portant sur les mécanismes d'action délétères des céramides font l'objet 

de nombreuses investigations. Dans le cadre du présent mémoire, on s'intéressera à 

élucider l'hypothèse voulant que les céramides endogènes générés à la suite de 

l'inhibition de la céramidase acide puissent contribuer à accroitre l'activité des 

récepteurs NMDA du glutamate et, conséquemment, à l'hyperphosphorylation de la 

protéine Tau. Rappelons-le, les récepteurs NMDA sont des acteurs indispensables 

contribuant à la formation des mécanismes d'excitotoxicité, notamment, dans la 

région dite hippocampale du cerveau (Girling et al., 2018; Huo et al., 2015; Serpa et 

al., 2015). Découlent de cette hypothèse générale trois objectifs de recherche qui 

tenteront de répondre aux questions suivantes: 

Est-ce que l'inhibition de la céramidase acide par le D-NMAPPD a pour 

effet d'accentuer les réponses physiologiques des récepteurs NMDA dans 

l'hippocampe? 

On sait que la région hippocampale est préférentiellement affectée dans 

plusieurs conditions neuropathologiques. Le premier volet expérimental de ce 

travail s'appliquera à estimer les effets apportés par l'inhibiteur de l'enzyme 

céramidase acide sur la modulation des réponses glutamatergiques de type NMDA 

sur des tranches isolées maintenues artificiellement en vie dans une chambre 

d'incubation. Cette question sera abordée en effectuant des enregistrements 

électrophysiologiques au niveau de la région CAl de l'hippocampe, plus 

spécifiquement dans la portion synaptique du stratum radiatum (Figure ci-dessous). 
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Les potentiels postsynaptiques excitateurs de champs (fEPSPs) de type NMDA 

seront isolés pharmacologiquement et comparés à ceux enregistrés suite à 

l'activation des récepteurs de type AMPA, une autre famille de récepteurs au 

glutamate assurant la transmission synaptique. 

Gyrus Denté 

Régions corticales 
associatives 

Figure 2.1 L'hippocampe comme modèle expérimental. 
L'hippocampe est formé par l'association de deux structures, le gyrus 
denté et la corne d'Ammon qui se subdivise elle-même en différents 
secteurs (CAl à CA3). C'est dans la zone du stratum radiatum (sr) du 
secteur CAl que les enregistrements électrophysiologiques seront 
réalisés (voir chiffre 3, encerclé) (Tirée de : Igraine Leray, SlidePlayer, 
2014). 

Est-ce que la phosphorylation des récepteurs GluN2B du glutamate est 

affectée par l'application du D-NMAPPD sur l'hippocampe? 

La neurochimie a récemment braqué les projecteurs sur les récepteurs GluN2B 

du glutamate, lesquels se présentent comme des acteurs fondamentaux de la 

dégénérescence neuronale (Karthick et al., 2016; Leaver et al., 2008; Lu et al., 2018). 

Or, qu'en est-il de l'influence des céramides sur les propriétés biochimiques de 

ces récepteurs glutamatergiques dans l'hippocampe? En utilisant la méthode 
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d'immunobavardage de type Western et des anticorps spécifiques, le second volet de 

ma recherche tentera d'évaluer la possibilité que les céramides générés par l'action 

de l'inhibiteur D-NMAPPD soient en mesure d'induire un changement de l'état de 

phosphorylation des récepteurs GluN2B. La spécificité de l'effet potentiel de cet 

inhibiteur sur les récepteurs NMDA sera également étudiée en évaluant une autre 

sous-unité importante contribuant à la formation de récepteurs NMDA fonctionnels, 

la sous-unité GluN1. 

Est-ce que la phosphorylation de la protéine Tau est également altérée 

par l'application du D-NMAPPD sur l'hippocampe? 

Les études biochimiques conduisent à penser que l'activation intempestive des 

récepteurs NMDA peut contribuer à l'état d'hyperphosphorylation de la protéine 

Tau, laquelle devient alors toxique pour le cerveau (Allyson et al., 2010; Xu et al., 

2015). Or, le troisième et dernier volet expérimental de ce projet consistera à 

déterminer la possibilité que l'inhibiteur de l'enzyme céramidase acide soit à même 

de modifier la phosphorylation de certains épitopes de la protéine Tau: Ser199/202, 

Ser262 et Ser396. Sur le plan expérimental, les niveaux de phosphorylation des 

épitopes en question seront estimés ici encore par la technique d'immunobavardage 

de type Western sur des échantillons de protéines d'hippocampes de rats, 

préalablement traitées avec le D-NMAPPD. Dans l'éventualité d'un effet observable, 

nous comptons évidemment déterminer les mécanismes en cause avec une emphase 

portée sur l'implication du calcium et de certaines protéines kinases activées par les 

récepteurs NMDA et connues pour cibler la protéine Tau. 



CHAPITRE III 

ARTICLE SCIENTIFIQUE 

3.1 Contribution des auteurs 
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professeur Michel Cyr a contribué avec mon directeur de recherche à l'ébauche 

conceptuelle du projet. Enfin mes collègues Audrée De Montigny et Suzanne Attiori 

ont contribué à la mise au point de techniques requises pour la réalisation de la 

démarche expérimentale retenue. 
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Abstract 

The lysosomal acid ceramidase, an enzyme known to limit intracellular ceramide 

accumulation, has been reported to be defective in neurodegenerative disorders. 

We show here that rat hippocampal slices, preincubated with the acid ceramidase 

inhibitor (ACI) d-NMAPPD, exhibit increased N-methyl-D-aspartate (NMDA) 

receptor-mediated field excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) in CAl synapses. 

The ACI by itself did not interfere with either paired pulse facilitation or alpha­

amino-3-hydroxy-S-methylisoxazole-4-propionate (AM PA) receptor-mediated 

fEPSPs, indicating that its influence on synaptic transmission is postsynaptic in 

origin and specifie to the NMDA subtype of glutamate receptors. From a biochemical 

perspective, we observed that Tau phosphorylation at the Ser262 epitope was highly 

increased in hippocampal slices pre-incubated with the ACI, an effect totally 

prevented by the global NMDA receptor antagonist DjL(-)-2-amino-S-

phosphonovaleric acid (AP-S), the calcium chelator l,2-bis( 0-

aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid (BAPTA) and the GluN2B (but not 

the GluN2A) receptor antagonist R02S-6981. On the other hand, preincubation of 

hippocampal slices with the compound KN-62, an inhibitor known to interfere with 

calciumjcalmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII), totally abolished the 

effect of ACI on Tau phosphorylation at Ser262 epitopes. Collectively, these results 

provide experimental evidence that ceramides play an important role in regulating 

Tau phosphorylation in the hippocampus via a mechanism dependent on GluN2B 

receptor subunits and CaMKII activation. 

Introduction 

Lipids are a heterogeneous group of molecules that are ubiquitous components of 

cellular membranes. Several studies over the past decades led to the concept that 

lipids and lipid-derived mole cules are more than purely structural elements and 

exhibit crucial functions in signal transduction and cell regulation. For instance, 

in the brain, one of the most abundant classes of lipids is sphingolipids. 
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Ceramide, which is the core structure of sphingolipids, plays an important second 

messenger role in a wide range of cellular functions, including proliferation, 

adhesion, and cell differentiation (Bartke and Hannun, 2009). Ceramide can be 

formed by de novo synthesis, by degradation of sphingomyelin or by re-acylation of 

sphingoid long-chain bases. Deregulation of one of these three pathways could lead 

to ceramide overproduction, which has been observed in a number of 

neurodegeneration diseases (Costantini et al., 2005; Cutler et al., 2004; Kolesnick 

and Kronke, 1998; Mencarelli and Martinez~Martinez, 2013). In that line, increased 

levels of endogenous ceramide promote the biogenesis of amyloid ~-peptide via a 

post-translationally stabilization of the ~-secretase enzyme BACEl (Puglielli et al., 

2003). The ab normal accumulation of amyloid ~-peptide into senile (or amyloid) 

plaques is the main pathogenic event that occurs in aIl forms of Alzheimer's disease. 

Thus, it has been suggested that ceramide elevation, A~ formation and Tau toxicity 

synergize to induce neuronal dysfunction in Alzheimer's disease (Patil et al., 2007). 

The catabolism of ceramide occurs continuously in lysosomes through the activity of 

acid ceramidase enzyme, which catalyzes the hydrolysis of the N-acyl linkage 

between the sphingoid base and fatty acid of ceramide. Studies have documented 

that this enzyme plays important roles in limiting excessive accumulation of 

ceramides in cells and, in turn, avoiding the potential toxic effect of high ceramide 

levels. In fa ct, dysfunction of the human gene encoding ceramidases leads to 

typical lysosomal sphingolipidosis, termed Farber's disease, which is a fatal 

neurodegenerative condition resulting from accumulations of ceramides in 

lysosomes (Burek et al., 2001; Sands, 2013). The exact cascade of molecular events 

from ceramide accumulation to neuronal impairment in neurodegenerative diseases 

has not yet been clearly documented. Ceramides have recently been implicated in 

membrane-trafficking events involved in the maintenance ofmuscarinic (Gallegos et 

al., 2008) and glutamatergic (Tabatadze et al., 2010) receptors at the membrane 

surface. In particular, Wheeler et al. (Wheeler et al., 2009) established that enhanced 

ceramide levels increase the number of NMDA subtype of ionotropic glutamate 

receptors in lipid rafts of hippocampal synapses. Considerable evidence suggests 
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that NMDA receptor overactivation is important in mediating glutamatergic-induced 

toxicity in several neurodegenerative conditions (Zhou and Baudry, 2006). 

The present project was designed to investigate how ceramide accumulation 

resulting from acid ceramidase inhibition may interfere with NMDA receptor 

function. In addition, we focused on the possibility that ceramidase inhibition may 

also impact the phosphorylation of Tau proteins, which is dynamically regulated by 

intracellular mechanisms dependent on NMDA receptor properties (Allyson et al., 

2010). 

Results 

AC! lncreases NMDA Receptor-Mediated Synaptic Transmission 

Electrophysiological experiments were performed to determine whether acid 

ceramidase blockade alters synaptic transmission in CAl pyramidal cells. Towards 

this end, in vitro hippocampal slices were prepared and perfused with aCSF 

containing the cell-permeable ACI, d-NMAPPD, before delivering electrical 

stimulation to Schaffer collateral inputs in area CAl of the hippocampus. 

Our experiments were conducted in slices preincubated for at least 3 h with 25 ~M 

d-NMAPPD, conditions that have been reported to induce massive increases of 

ceramide levels in numerous cell types (Raisova et al., 2002). In a first series of 

experiments, standard assays of changes in transmitter release were undertaken by 

measuring the degree of PPF. In that line, 2 stimulation pulses were delivered to 

Schaffer commissural fibers at several inter-stimulus intervals (50, 75, 100, 150,200, 

300 and 400 ms). As illustrated in Figure lA, we observed that, for each inter­

stimulus interval, no substantial changes occurred in mean facilitation of the second 

responses between control and d-NMAPPD-treated slices. Of course, this constitutes 

strong evidence that disturbance in transmitter release is probably not associated 

with acid ceramidase inhibition. 
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In these slices, we conducted additional recordings in which we analyzed the 

possibility that acid ceramidase inhibition might interfere with the postsynaptic 

components of synaptic transmission in CAl pyramidal cells of the hippocampus. 

First, routine synaptic transmission, which is essentially driven by AMPA receptors 

in CAl neurons (Muller et al., 1988), was monitored at different stimulus intensity. 

No substantial modification in amplitude of AMPA-mediated components was 

observed between control and d-NMAPPD-treated slices when stimulus intensity 

was increased from 50 to 400 ~ (Figure lB). 

In another set of experiments, NMDA-mediated components of synaptic 

transmission were isolated pharmacologically in aCSF containing a low-magnesium 

concentration (50 ~M), 10 ~M of the AMPA receptor antagonist CNQX and 5 ~M 

picrotoxin; under these conditions, Schaffer commissural fibers were also cut 

between are as CAl and CA3 to avoid spiking activities. NMDA-mediated responses 

were then generated at various stimulus intensities in are a CAl of the hippocampus 

and presented as the mean amplitude of evoked fEPSPs. As reported in Figure lC, 

d-NMAPPD introduction in the slice chamber provoked pronounced increase 

amplitude of the NMDA component. At most stimulus intensities tested (50 to 

400 ~), the amplitude of NMDA receptor responses was enhanced by more than 

60% in d-NMAPPD-treated slices (25 ~M, 3 h), relative to values estimated in control 

slices. 

We concluded, from these electrophysiological experiments, that the influence of 

acid ceramidase inhibition on synaptic transmission was postsynaptic in origin and 

specific to the NMDA suptype of glutamate receptors (see Figure ID). In line with 

this notion, we found that ACI treatments were associated with significant 

enhancement of Tyr1472 phosphorylation of GluN2B subunits and, to a lesser 

degree, with GluN2B-Tyr1336 phosphorylation (Figure 2A). However, the effectwas 

rather specific, as d-NMAPPD did not appear to accentuate phosphorylation of other 

epitopes controlling NMDA receptor function, such as GluNl-Ser896 and -Ser897 

(Figure 2B). 
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AC! Accen tua tes Tau Phosphorylation at the Ser262 Epitope 

NMDA receptors have been considered to play important raIes in the pathogenesis 

of several brain diseases implicating, for instance, Tau dysfunctions. Consequently, 

we explored the possibility that d-NMAPPD-induced upregulation of NMDA 

responses might impact Tau phosphorylation at different epitopes in hippocampal 

slices kept metabolically active in oxygenated aCSF. Hippocampal slices from rats 

were first preincubated for 3 h with d-NMAPPD, and Tau phosphorylation was then 

processed according to Western blotting procedures. In initial experiments, we 

observed that Ser262 residues, located in the microtubule-binding domain of Tau 

proteins, became hyperphosphorylated when exposed to the ACI. Interestingly, 

a consistent feature in our experiments was the preferential modulation of Tau 

isoforms by d-NMAPPD, as depicted in Figure 3. Lysosomal acid ceramidase 

inhibition, in obvious contrast to 68-kDa Tau isoforms, produced no reliable changes 

in phosphorylation for the other two isoforms detected and estimated, with the help 

of molecular weight standards, to be around 62- and 56-kDa (Figure 3A). 

Tau has been found to possess more than 84 different phosphorylation sites (Avila 

et al., 2004; Buee et al., 2000; Maurage et al., 2003), and we tested whether 

d-NMAPPD treatment also affects other phosphorylated epitopes. Figure 3B shows 

that preincubation of hippocampal slices with 25 IlM d-NMAPPD for 3 h failed to 

elicit changes in phosphorylation at Ser199-202 residues, a phosphorylation site 

positioned in the proline-rich domain of Tau prateins. Similarly, Western blotting 

experiments indicated that phosphorylation of an epitope located in the C-terminal 

domain of Tau, Ser396, was not substantially increased by the ACI (Figure 3C). 

Tau Hyperphosphorylation is Mediated by Calcium and GluN2B Receptor Activation 

Tau phosphorylation appears to be enhanced in several conditions through 

activation of calcium-dependent pathways (Allyson et al., 2010; De Montigny et al., 

2013). Experiments were, therefore, conducted to determine wh ether the ability of 
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d-NMAPPD to engage Tau hyperphosphorylation is reduced by calcium chelation. 

The data presented in Figure 4A indicate that d-NMAPPD treatment failed to induce 

Tau hyperphosphorylation in slices exposed to the calcium chelator BAPTA (10 IlM). 

Interestingly, we also observed that pre-exposure of hippocampal slices to AP-5 

(50 IlM) completely blocked d-NMAPPD-induced Tau phosphorylation at Ser262 

epitopes (Figure 4), indicating that Tau hyperphosphorylation mainly relies on 

calcium influx and NMDA receptors. 

Hippocampal synapses mainly contain two types of NMDA receptors, namely, NMDA 

receptor subtype 2A (GluN2A) and GluN2B. Here, selective antagonists were tested 

to study whether d-NMAPPD-induced Tau phosphorylation requires GluN2A or 

GluN2B receptor activation. The possibility that stimulation of GluN2B-containing 

NMDA receptors is responsible for upregulating Tau phosphorylation was 

considered first. Figure 4B illustrates that the ability of NMDA to induce Tau 

phosphorylation was totally abrogated in slices pre-exposed to the GluN2B 

antagonist R025-6981 (1 IlM). In contrast, we noted that blockade of GluN2A­

containing receptors with NVP-AAM077 (50 nM) failed to interfere with the capacity 

of d-NMAPPD treatments to upregulate Tau phosphorylation of Ser262 epitopes. 

These data being consistent with the notion that inhibition of acid ceramidase may 

induce Tau hyperphosphorylation by activating GluN2B-containing NMDA 

receptors. 

Involvement ofCaMKII 

We finally turned our attention to the potential mechanisms underlying Tau 

hyperphosphorylation at Ser262 epitopes. Given our results that d-NMAPPD­

induced Tau phosphorylation seems to be dependent on GluN2B receptor activation 

and calcium mobilization, we next investigated whether ACI can exert its action via 

intracellular pathways known to be regulated by calcium ions, namely, GSK3, PKC 

and CaM KIl pathways. In these experiments, the inhibitors were applied 30 min 

prior to d-NMAPPD exposure to ensure optimal enzymatic inhibition. Figure 5 shows 
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that the ability of d-NMAPPD to upregulate Tau phosphorylation at Ser262 residues 

was not substantially affected by the GSK3~ inhibitor SB216763 (10 !lM) or by the 

PKC inhibitor chelerythrine chloride (10 !lM). Interestingly, however, we noticed 

that regulation of Tau phosphorylation during lysosomal acid ceramidase inhibition 

was totally abrogated in slices pretreated with the CaM Kil inhibitor KN-62 (10 !lM). 

Discussion 

In recent years, it has been proposed that ceramides exert broad biological functions 

in cells, ranging from control of membrane receptors to the generation of signalling 

molecules affecting cell viability (Mencarelli and Martinez-Martinez, 2013; Morad 

and Cabot, 2013; Qin et al., 2010; Ruvolo, 2001). The present study identifies 

lysosomal acid ceramidase, an enzyme known to limit excessive ceramide 

accumulation in cells (Levade et al., 1995), as an important pathway regulating the 

NMDA type of glutamate receptors. We observed that disruption of ceramidase 

activity causes a selective rise in NMDA-mediated responses in hippocampal slices, 

likely resulting from higher levels of GluN2B receptor activity, which probably 

triggers Tau hyperphosphorylation via a CaMKII pathway. 

Previous investigations have examined the potential role of ceramides in the 

regulation of membrane receptors. For instance, ceramide production has been 

proposed to be involved CD40, CD95 and Fe-gamma receptor c1ustering (Abdel 

Shakor et al., 2004; Grassme et al., 2002; Suchard et al., 1997). Consistent with their 

potential participation in the regulation of neurotransmitter systems, initial reports 

examining the role of ceramides in the control of acety1choline receptors indicated 

that these sphingolipids are possibly involved in controlling cell-surface expression 

of both nicotinic (Baier and Barrantes, 2007; Barrantes, 2007; Gallegos et al., 2008) 

and muscarinic (Dontigny et al., 2012) subtypes of receptors. (Baier and Barrantes, 

2007; Barrantes, 2007; Gallegos et al., 2008). The present study, in conjunction with 

previous findings (Wheeler et al., 2009), indicates that enzymatically-accumulated 
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ceramides also interact with mechanisms capable to favor the upregulation of 

NMDA-mediated responses. 

Our data suggest that ceramide accumulation, resulting from lysosomal acid 

ceramidase inhibition, can enhance NMDA receptor activity via a mechanism 

involving initially GluN2B receptor phosphorylation. We demonstrated precisely 

that, after lysosomal acid ceramidase inhibition, phosphorylation of GluN2B-

. Tyr1472 was accentuated in rat hippocampal slices, whereasthe same treatment 

was slightly effective in regulating the GluN2B-Tyr1336 epitope and totally 

ineffective in modulating residues specifie to GluN1 subunits (Ser896 and Ser897). 

Several studies have shown that PKC and PKA act on GluN1-Ser896 and -Ser897, 

respectively, to accentuate NMDA receptor function (Chen and Roche, 2007; Cheung 

et al., 2001; Lau and Zukin, 2007). Our observation that lysosomal acid ceramidase 

inhibition has no effect on GluN1 residues suggests that these kinase pathways are 

not involved. Of course, additional experiments are required to determine the 

mechanism underlying the preferential regulation of GluN2B-Tyr1472 epitope by 

AC!. By activating Src family kinases, such as Src and Fyn, ceramides might have the 

potential to accentuate GluN2B-Tyr14 72 phosphorylation (Gulbins et al., 1997). 

Interestingly, Fyn-mediated phosphorylation of this epitope is known to block 

NMDA receptor endocytosis in neurons, and one actual hypothesis is that inhibition 

of lysosomal acid ceramidase activity potentiates NMDA-mediated synaptic 

transmission by activating this pathway (Abe et al., 2005; Lau and Zukin, 2007). 

Alternatively, studies have revealed that GluN2B-Tyr1472 is specifically 

dephosphorylated by the protein phosphatase STEP (Striatal-Enriched Protein 

Tyrosine Phosphatase) (Braithwaite et al., 2006; Pelkey et al., 2002). It would be 

particularly interesting to determine whether STEP inactivation might eventually 

account for GluN2B-Tyr14 72 phosphorylation and potentiation of NMDA-mediated 

responses after lysosomal acid ceramidase inhibition. On the other hand, it is 

well-known that ceramides are precursor molecules of derivatives capable of 

influencing cell functions. For instance, intracellular accumulation of active 
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metabolites, such as sphingosine and sphingosine-l-phosphate, is able to modulate 

numerous cellular events, such as apoptosis and cell proliferation (Dickson, 2008; 

Nixon, 2009). In this respect, further studies are required to determine whether 

ceramide derivatives are inclined to modulate GluN2B-Tyr1472 phosphorylation in 

hippocampal slices, and, if so, what role these derivatives play in the regulation of 

Tau phosphorylation . 

. Additional evidence on the importance of lysosomal acid ceramidase activity in 

controlling NMDA receptor functions cornes from the investigation of basal 

transmission in pyramidal neurons. Application of the ACI produces a substantial 

increase in pharmacologically isolated NMDA-mediated responses with no apparent 

change in AMPA-mediated transmission at CAl synapses. Although the precise 

mechanism of increased NMDA receptor activity remains unknown, high ceramide 

levels would be expected to alter development of NMDA-dependent forms of 

synaptic plasticity. Accordingly, exogenously applied C6 ceramide was previously 

found to prevent the formation of long-term potentiation (L TP) in CAl pyramidal 

cells of the hippocampus (a synaptic model of learning and memory) (Maalouf and 

Rho, 2008), suggesting that high ceramide levels are detrimental on synaptic 

plasticity. However, it is not clear at this time ifthis electrophysiological defect is due 

to the action of ceramides on expression mechanisms of L TP involving, for instance, 

regulation of AMPA subtype of glutamate receptors (Allyson et al., 2012). Adding to 

the complexity of this question are data showing that ceramide production via the 

neutral sphingomyelinase-2 (nSMase2) may actually favor LTP formation in the 

hippocampus as weIl as spatial memory in mice (Wheeler et al., 2009). 

According to Wheeler and his group, rapid versus long term exposure to ceramides 

may have differential consequences for the development of synaptic plasticity. 

On that line, they proposed that a prolonged increase in the ceramide content of 

neuronal membranes may perturb NMDA receptor trafficking and could increase the 

susceptibility of neurons to excitotoxic death by locking NMDA receptors at the 

plasma membrane for prolonged periods of time (Wheeler et al., 2009). A common 
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mechanism that might support the development of various pathologicals conditions 

such as Alzheimer's disease and HIV-associated dementia (Haughey et al., 2004; 

Mielke et al., 2012). Interestingly, recent investigations have shown that basic 

alterations in cell metabolism selectively enhance NMDA receptor activity and 

engage a slow form of excitotoxicity over time (Ong et al., 2013). This contention is 

supported by our biochemical experiments revealing that the increased 

NMDA receptor activity, observed after lysosomal acid ceramidase inhibition, leads 

to Tau hyperphosphorylation in a GluN2B-dependent manner. From a signaling 

perspective, the consequent increase in Tau phosphorylation appears to involve 

calcium mobilization and preferentially implies phosphorylation of Tau-Ser262 by 

the CaM Kil pathway. These results are indeed in agreement with other experiments 

showing that activated CaMKII preferentially targets Ser262 of Tau (Martin et al., 

2013). 

Conclusion 

In summary, our data point to the following model: lysosomal acid ceramidase 

inhibition leads to ceramide accumulation, resulting in GluN2B receptor 

phosphorylation and selective enhancement of NMDA-mediated responses in CAl 

synapses, an event that could eventually increase Tau phosphorylation bya CaMKII­

dependent pathway (Figure 6). We envision that, during long-term exposure to 

ceramides, hippocampal neurons could eventually become more sensitive to 

excitotoxic damage, a scenario that will require further exploration. In view of the 

emerging involvement of ceramides in neurodegenerative disorders, such as 

Farber's disease (Levade et al., 1995) and Alzheimer's disease (Mielke et al., 2012), 

our observations support the notion that prevention of these lipids formation might 

provide a potential novel therapeutic approaches promoting neuronal survival 

(Arboleda et al., 2009). However, evaluation of ceramide levels within hippocampal 

slices was not performed in the course of the present study. In fact, additional 

investigations will be necessary to examine whether specifie ceramide species or 
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their cellular location, in particular in lipid-raft domains, are mechanistically linked 

with the observed effects. Along this line, we recently performed in vitro 

experiments to test the influence of exogenously-applied ceramides on different 

phosphorylation sites of GluN subunits. Our preliminary observation is that 

exposure of rat hippocampal slices to the short-chain cell-permeable C2-ceramide 

could accentuate phosphorylation of GluN2B receptor subunits at the Tyrl472 

epitope (data not shown). A finding which strongly supports the present contention 

that d-NMAPPD might indeed regulate NMDA receptor properties by enhancing 

endogenous production of ceramides. On the other hand, such a change in receptor 

properties by ceramides and/or their metabolic derivatives could theoretically 

favour the appearance of adverse neuropathological effects in hippocampal 

subregions other than CAl, and should be evaluated further. 

Experimental procedures 

Ethics approval 

Animal care procedures were reviewed by the Institutional Animal Care Committee 

of Université du Québec à Trois-Rivières and found to be in compliance with 

guidelines of the Canadian Council on Animal Care. 

Pharmacological agents 

The ACI d-NMAPDD was purchased from Cayman (Ann Arbor, MI, USA). The selective 

GluN2A antagonist NVP-AAM077 (NVP) was a gift from Dr. Yves Auberson (Novartis 

Ph arma AG, Basel, Switzerland). The GluN2B receptor antagonist R02S-698l and the 

global NMDA receptor antagonist AP-S were obtained from Tocris Bioscience 

(EllisviIle, MO, USA), while the membrane-impermeable calcium chelator BAPTA 

was procured from BioMol (Plymouth, PA, USA). Inhibitorsof protein kinase C 

(PKC; chelerythrine chloride), glycogen synthase kinase-3 (GSK3; SB2l6763), 

Ca2+ /calmodulin-dependent protein kinase II (CaM Kil; KN-62) and protease as weIl 
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as phosphatase inhibitor cocktails were supplied by Calbiochem (San Diego, CA, 

USA). 6-Cyano-7 -nitroquinoxaline-2,3-dione disodium (CNQX) and picrotoxin 

were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). AlI pharmacological agents, 

except NVP-AAM077 and R025-6981, were dissolved in dimethylsulfoxide 

(0.05% final concentration) and mixed in artificial cerebrospinal fluid (aCSF) on the 

day of experimentation to obtain the desired final concentration. Both selective 

GluN2A and GluN2B antagonists were dissolved in water. 

Hippocampal sUces 

Male Sprague-Dawley rats (6-7 weeks of age), purchased from Charles River 

Laboratories (Montréal, QC, Canada), were housed for 1 week prior to any 

experiments in a temperature-controlled room, with free access to laboratory chow 

and water. For hippocampal slice preparation, the animaIs were anesthetized by 

isoflurane inhalation (Baxter Corp., Toronto, ON, Canada) and decapitated. 

Their brains were then rapidly removed and placed in ice-cold cutting buffer of the 

following composition (in mM): NaCI, 124; KCI, 3; KHzP04, 1.25; CaClz, 1; MgS04, 3; 

NaHC03, 26; glucose, 10; and saturated with carbogen (95% Oz/5% COz). 

Hippocampi were dissected, and transverse 350-llm thick slices were prepared with 

a McIlwain tissue chopper. The slices were placed on a nylon mesh in a liquid-gas 

interface recording chamber and perfused continuously at 1.5 ml/min with pre­

heated (34 ± 1°C) aCSF containing (in mM): NaCl, 124; KCI, 3; KHzP04, 1.25; CaClz, 3; 

MgS04, 1; NaHC03, 26 and glucose, 10, while the upper surface of the chamber was 

exposed to humidified carbogen. The slices were allowed to recover for at least 1 h 

before experimental recordings began. 

Electrophysiology 

Field excita tory postsynaptic potentials (ŒPSPs) were evoked by a bipolar 

stimulating electrode and recorded in the CAl stratum radiatum with a glass 

microelectrode containing 2M NaCl. Stimulation consisted of a O.l-ms pulse 
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delivered every 30 s (0.033 Hz) with current intensity adjusted to obtain 40-50% of 

maximal fEPSPs. In sorne experiments, paired stimuli were given at various intervals 

(ranging From 50 to 400 ms), and paired-pulse facilitation (PPF) was determined by 

comparing the peak amplitude of the second relative to the first fEPSP 

(fEPSP2/fEPSP1*100). In other cases, magnesium concentration in aCSF was reduced 

to 50 ~M, with 10 ~M CNQX and 5 ~M picrotoxin added to .reveal the component of 

synaptic transmission mediated by NMDA receptors. Under these conditions, 

Schaffer commissural fibers were eut between areas CAl andCA3. Field EPSPs were 

recorded with NAC 2.0 software (Theta Burst Corp., Irvine, CA, USA). Values are 

presented as means ± SEM. Drugs were prepared fresh daily in aCSF prior to being 

added to the recording chamber. 

Western Blotting 

After pharmacological treatment, hippocampal slices were dissected From brain 

sections and homogenized in ice-cold RIPA lysis buffer containing 50 mM Tris-Hel, 

150 mM NaCI, 1% Triton X-l00, 0.25% sodium deoxycholate and 1 mM EDTA 

supplemented with protease and phosphatase inhibitor cocktails. Protein levels 

were measured by Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Protein lysates 

(40 ~g) were electrophoresed on 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel. 

Separated proteins were transferred onto nitrocellulose membranes, and 

nonspecific binding sites were blocked by incubation for 1 h at room temperature in 

phosphate-buffered saline, pH 7.4, containing 5% bovine serum albumin (BSA 

fraction V) purchased From Fisher Scientific (Pittsburgh, PA, USA). 

Then, selected primary antibodies were incubated overnight at 4 oc. After several 

washes with 0.1 % Tween 20, the blots were incubated for 1 h at room temperature 

in specifie secondary horseradish peroxidase-conjugated antibody solution. 

Both primary and secondary antibodies were diluted in Tris-buffered saline/O.l % 

Tween 20/1% BSA. Immunoreactivity was visualized by chemiluminescence 

reactions and densitometric scanning with Vision Work LS software (UVP Bio-
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imaging, Upland, CA, U~A); band intensity was quantified by Image J (W.S. Rasband, 

National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The densitometry data were 

expressed as relative optical density. Labeling of ~-actin was routinely performed to 

ensure identical protein loading on blots. 

Antibodies 

AlI antibodies reacting with Tau proteins and NMDA receptors were purchased from 

AbCam (Cambridge, MA, USA). The mouse polyclonal antibody Tau-5 (dilution 

1:500) served to estimate total Tau protein levels in hippocampal extracts, along 

with rabbit polyclonal antibodies recognizing Tau phosphorylated at Ser199-202 

(dilution 1:1,000), Ser262 (dilution 1:1,000) and Ser396 (dilution 1:1,000) residues. 

Goat antirabbit and goat antimouse peroxydase-conjugated antibodies 

(dilution 1: 5,000) as weIl as SuperSignal chemiluminescent substrate kits were 

procured from Pierce Chemical Co. (Rockford, IL, USA). Antibody recognizing ~-actin 

(dilution 1:5,000) was also purchased from AbCam. 

Statistical analysis 

Statistical significance was estimated by conventional t-test (electrophysiology) or 

analysis of variance, followed by the Newman-Keul's post hoc test (biochemistry). In 

most cases, the data are presented as means ± SEM, and values are considered to be 

significantly different at P<0.05. 
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Figure Legends and Figures 

Figure 1. Effects of d-NMAPPD on PPF, AM PA- and NMDA-mediated 

components of synaptic transmission. 

Hippocampal slices were maintained in normal aCSF containing 25 ~M d-NMAPPD 

for at least 3 h prior to and during recording. A) PPF of fEPSPs was measured at 

numerous interpulse intervals ranging from 50 to 400 ms in control and d-NMAPPD­

treated slices. Representative traces are shown for the 50~ms interpulse interval. 

Data were determined by comparing the peak amplitude of the second relative to the 

first fEPSP (fEPSP2jfEPSP1*100) and are means ± SEM obtained from 8 different rats 

(3 measurements per slice). B) Graph illustrating AMPA-mediated components of 

synaptic transmission recorded at different stimulus intensities (50 to 400 ~) in a 

. normal aCSF. Representative traces are shown for the 100, 250 and 400 ~ stimulus 

intensities. Data on the amplitude of fEPSPs recorded in control slices and slices pre­

exposed to d-NMAPPD (3 h) are presented in the bar graph (means ± SEM of 

3 measurements per slice) obtained from 8 different rats. No statistical differences 

were observed between d-NMAPPD versus control slices (t-test). C) As in B, but 

NMDA-mediated components were pharmacologically isolated in a modified aCSF 

containing a low-magnesium concentration as weIl as antagonists for both AMPA 

and GABAA receptors (see Methods). In these conditions, Schaffer-commissural 

fibers were also cut between areas CAl and CA3 sectors to reduce spiking in 

pyramidal cells. Data relative to NMDA-mediated components of synaptic 

transmission recorded in control slices and slices pre-exposed to d-NMAPPD (3 h) 

are presented in the bar graph (means ± SEM of 3 measurements per slice) obtained 

from 8 different rats. *P<0.05, **P<O.Ol, d-NMAPPD versus control values (t-test). 

D) Summary data on the amplitude of fEPSPs recorded at a stimulus intensity of 

250 ~ are exjJressed in percentage of control values and presented in the bar graph 

(means ± SEM of 3 measurements) obtained from 8 different rats. 
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Figure 2. D-NMAPPD treatment is associated with increased phosphorylation 

of GluN2B receptor subunits. 

Levels of total or phosphorylated NMDA receptor subunits were estimated by 

Western blotting on cell extracts obtained from hippocampal slices treated with d­

NMAPPD (2S ~M) for 3 h. A) Phosphorylated GluN2B levels at Tyr14 72 and Tyr1336 

epitopes were expressed relative to total GluN2B subunit levels. B) Phosphorylated 

GluNllevels at Ser896 and Ser897 epitopes were expressed relative to total GluNl 

subunit levels. Summary data are shown in the bar graph (means ± SEM of 6 different 

experiments). Since these experiments were performed independently, statistical 

significance was estimated by conventional unpaired t-test. *p<O.OS, ***P<O.OOl, 

d-NMAPPD (3 h) versus the controls. Note the ability of d-NMAPPD to strongly 

enhance GluN2B receptor phosphorylation at residue Tyr1472. 

Figure 3. D-NMAPPD treatment promotes Tau hyperphosphorylation at the 

Ser262 epitope. 

Phosphorylated Tau levels were estimated by Western blot on cell extracts obtained 

from hippocampal slices treated or not with the acid ceramidase inhibitor 

d-NMAPPD (2S ~M, 3 h). Three Tau isoforms were consistently distinguished in 

immunoblots performed with antibodies directed against various phosphoepitopes 

(Ser262, Ser199-202 and Ser396). Summary data on pSer262 (A) pSer199-202 

(B) and pSer396 (C) epitopes are expressed relative to total Tau (TauS) and shown 

in the bar graph (means ± SEM of 6 different experiments). For statistical analysis, 

one-way ANOVA was followed by Newman-Keul's post hoc test. ***P<O.OOl, 

d-NMAPPD versus the controls. Note the strong ability of d-NMAPPD to enhance Tau 

phosphorylation at residue Ser262 of the 68-kDa isoform. 
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Figure 4. Tau hyperphosphorylation is mediated by calcium and is dependent 

on GluN2B receptor activation. 

Phosphorylated Tau levels at Ser262 were estimated by Western blotting of cell 

extracts obtained from hippocampal slices. In basal conditions, slices were only 

exposed to the acid ceramidase inhibitor d-NMAPPD (25 IlM, 3 h). In parallei 

experiments, d-NMAPPD-treated slices were pre-incubated A) with the non­

permeable calcium chelator BAPTA (10 IlM) or with the global NMDA receptor 

antagonistAP-5 (50 IlM); B) with the GluN2B receptor antagonist R025-6981 (lIlM) 

or the GluN2A receptor antagonist NVP-AAM077 (50 nM). Summary data are 

expressed relative to total Tau (i.e. Tau-5) levels and shown in the bar graph 

(means ± SEM of 6 different experiments). For statistical analysis, one-way ANOVA 

was followed by Newman-Keul's post hoc test. ***P<O.OOl, drug-treated versus 

controls. 

Figure 5. Tau hyperphosphorylation is mediated by the CaMKII pathway. 

As in Figure 4A, except that the GSK3 inhibitor SB216763 (SB; 10 IlM), the PKC 

inhibitor chelerythrine chloride (Chele; 1 IlM) and the CaMKII inhibitor (KN-62; 

11lM) were employed. Summary data are expressed relative to total Tau (Tau-5) 

levels and shown in the bar graph (means ± SEM of 6 different experiments). For 

statistical analysis, one-way ANOVA was followed by Newman-Keul's post hoc test. 

***P<O.Ol, drug-treated versus the controls. 

Figure 6. Model of Tau phosphorylation during acid ceramidase inhibition. 

Endogenous accumulation of ceramide is known to be rapidly observed during acid 

ceramidase inhibition by d-NMAPPD. Here, this inhibitor appears to accentuate 

NMDA receptor function through a mechanism involving GluN2B receptor 

phosphorylation at the Tyr1472 epitope. Consequently, calcium might selectively 

enhance the phosphorylation of Ser262 residues in the microtubule-binding domain 

of Tau via activation of the CaMKII pathway. Physiologically, acid ceramidase 

inactivation may induce Tau hyperphosphorylation which could have an impact on 

protein localization and aggregation in cells and, ultimately, on neuronal survival. 
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CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

Depuis plusieurs années, les neurobiologistes s'intéressent aux effets 

potentiellement toxiques des céramides dans le système nerveux central. 

Par exemple, l'accumulation de céramides dans les cerveaux des sujets souffrant de 

la maladie de Farber, de même que de la maladie d'Alzheimer, est mise en cause dans 

les processus neurodégénératifs liés au développement de ces affections (Car et al., 

2012; Cozma et al., 2017; Ferreira et al., 2014; Mielke et al., 2012; Sands, 2013). 

S'agissant de l'implication des céram ides dans la maladie d'Alzheimer, les recherches 

ont permis de mettre en évidence que le risque de présenter au cours de sa vie cette 

forme de démence est fortement corrélé avec les taux de céramides dans le plasma 

et le cerveau (Mielke et al., 2012; Xing et al., 2016b). Par ailleurs, la découverte 

montrant qu'une protéine caractéristique de la maladie d'Alzheimer (l'amyloïde-~) 

est à même de favoriser la production de céramides dans le cerveau a été un des faits 

marquants dans le champ de la neurobiologie du vieillissement (Hung et al., 2016; 

Kong et al., 2018; Sopher et al., 1996). 

Or, la présente recherche montre que l'accumulation de céramides est en 

mesure de favoriser la phosphorylation de la protéine Tau dans l'hippocampe de 

rats, un phénomène également distinctif de la démence de type Alzheimer. Il semble 

que cette relation neurochimique intéresse principalement la phosphorylation du 

site Ser262 de la protéine Tau et implique, au préalable, l'activation des récepteurs 

NMDA du glutamate et de l'enzyme phosphorylante CamKII. Selon toute 

vraisemblance, l'accroissement de la fonction des récepteurs NMDA résulterait d'une 

hausse du nombre de récepteurs GluN2B, un phénomène qui pourrait sous-tendre 

l'effet toxique des céramides lors des maladies neurodégénératives. 
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4.1 Anomalies cellulaires et céramides 

Les pathologies neurodégénératives comprennent une dégradation inexorable 

de la fonction synaptique. Or, de nombreux travaux tentent d'associer l'accumulation 

de céramides au dysfonctionnement de la synapse. Par exemple, on soupçonne 

depuis plusieurs années qu'une surabondance en céramides contribue à l'apparition 

du déficit cholinergique dans la maladie d'Alzheimer (Katayama et al., 1990; Yang et 

al., 2011). Il apparait, de fait, que la dégradation graduelle de la transmission 

cholinergique au cours de la démence Alzheimer découle de la disparition des 

récepteurs pour l'acétylcholine dans le cerveau, un effet résultant de l'accumulation 

intempestive en céramides (Dontigny et al., 2012). De plus, les chercheurs croient 

que l'effondrement cholinergique induit par les céramides pourrait contribuer à 

l'apparition des problèmes cognitifs chez les sujets Alzheimer, et ce, en affectant le 

développement normal de la plasticité hippocampale et l'accumulation d'un agrégat 

neuropathogénique, la ~-amyloïde. 

Les données recueillies dans la présente étude font état de la possibilité que 

l'accumulation de céramides dans l'hippocampe de rats favorise également un 

dysfonctionnement neuronal susceptible d'accroître la phosphorylation de la 

protéine Tau. Fait intéressant, de nombreuses recherches ont démontré que 

l'hyperphosphorylation de la protéine Tau est une étape clef de la 

neurodégénérescence chez les sujets Alzheimer. Depuis plusieurs décennies, on 

s'intéresse grandement aux effets délétères de la protéine Tau dans la progression 

de la maladie d'Alzheimer et autres maladies neurodégénératives (laccarino et al., 

2018; Iqbal et al., 2010; Medeiros et al., 2011). Du fait de sa capacité à s'agréger dans 

les neurones, la protéine Tau pourrait contribuer à l'affaissement du transport 

intracellulaire et du métabolisme énergétique (Kuznetsov and Kuznetsov, 2016; 

Stern et al., 2017; Terwel et al., 2002). 

Les données sur la biochimie suggèrent que les effets délétères de cette 

protéine font suite à un état d'hyperphosphorylation, favorisant du coup l'agrégation 
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toxique de Tau (Ling, 2018; Stoothoff and Johnson, 2005; Wang et al., 2013). 

Les études disponibles dans la littérature fournissent des indications selon 

lesquelles l'état d'hyperphosphorylation de Tau serait dépendant de l'activation 

préalable des récepteurs NMDA, d'un influx d'ions calcium et éventuellement de 

l'activation de certaines kinases (Allyson et al., 2010; De Montigny et al., 2013; 

Fleming and Johnson, 1995). Or, cette vision des choses correspond assurément aux 

résultats obtenus dans le cadre du présent mémoire. Les conclusions tirées de nos 

expériences semblent suggérer que les céramides endogènes, accumulés à la suite 

d'une perte d'activité céramidase acide, entraînent des perturbations de 

phosphorylation de la protéine Tau. L'effet serait prédominant au site Ser262 de la 

protéine et impliquerait l'activation de l'enzyme phosphorylante CamKII. 

Évidemment, la présente étude vient identifier les céramides comme jouant 

un rôle significatif dans l'hyperphosphorylation de la protéine Tau, mais les 

conséquences fonctionnelles de ce phénomène restent, à l'heure actuelle, 

énigmatiques. De nombreux travaux soulignent l'importance du site Ser262 dans la 

régulation de la fonction des microtubules dans les neurones. En outre, la hausse de 

phosphorylation de Tau à ce site aurait comme conséquence de conférer une rigidité 

plus grande au cytosquelette neuronal et, de compliquer du coup, le transport et le 

métabolisme cellulaire (Biernat et al., 1993; Despres et al., 2017; Iijima-Ando et al., 

2012). Fait intéressant, une vaste étude effectuée par l'équipe «Alzheimer & 

Tauopathies » de Luc Buée révèle que l'augmentation du niveau de phosphorylation 

a également pour effet de réduire la capacité de livraison de Tau vers le noyau, où 

elle agit normalement comme protéine de réparation de l'ADN. En fait, l'équipe de 

recherche a montré que seules les protéines Tau « déphosphorylées » sont capablès 

de passer dans le noyau de la cellule nerveuse pour protéger son ADN. Dans le cas de 

la maladie d'Alzheimer et de nombreuses Tauopathies où l'on observe d'importants 

dommages à l'ADN, l'hyperphosphorylation de la protéine Tau empêcherait sa 

livraison dans le noyau. Ainsi Tau ne pourrait exercer son rôle protecteur entraînant, 

du coup, des dommages accrus à l'ADN (Sotiropoulos et al., 2017; Sultan et al., 2011). 
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Il est donc permis de spéculer que la hausse de phosphorylation de Tau, induite par 

les céramides, puisse éventuellement réduire le contenu de Tau dans le noyau. 

Par ailleurs, des chercheurs de Harvard Medical School ont publié en 2015 

un article fort intéressant qui éclaire d'un jour nouveau les relations entre Tau et les 

maladies dégénératives (Kondo et al., 2015). Ils sont parvenus à détecter que la 

conformation cis de la protéine Tau, une forme en tortillon de la protéine, est 

davantage susceptible de contribuer à la dégénérescence neuronale que l'isoforme 

exprimée en conformation trans (forme détendue). Les chercheurs ont mis au point 

un anticorps monoclonal spécifiquement dirigé contre la forme cis de Tau et il sera 

certes intéressant de vérifier l'influence éventuelle des céramides sur la production 

de cette isoforme toxique de Tau. 

Les découvertes sur Tau ne cessent de nous étonner. Les chercheurs ont de fait 

constaté que cette protéine pouvait quitter les neurones naturellement, grâce à des 

microparticules appelées ectosomes (DeLeo and Ikezu, 2017; Dujardin et al., 2014). 

Ce phénomène a été observé in vitro sur des cellules en culture (lignées cellulaires 

murines et cultures de neuron.es primaires), mats aussi in vivo chez des rats en bonne 

santé, en analysant le liquide interstitiel qui entoure les cellules de leur cerveau. 

Dans tous les cas, les chercheurs ont constaté la présence d'ectosomes contenant des 

protéines Tau à l'extérieur des cellules neuronales. Sur le plan physiologique, 

ce processus pourrait correspondre au besoin qu'aurait la cellule de se débarrasser 

des protéines Tau en excès et, sans grandes surprises, il n'est pas impossible 

d'imaginer que les protéines Tau libérées par le cerveau Alzheimer entretiennent 

des effets toxiques sur les neurones. Là encore, des études seront requises afin 

d'estimer l'effet des céramides sur la capacité des cellules à libérer Tau dans le 

liquide extracellulaire par l'intermédiaire des ectosomes. 
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4.2 Céramides et récepteurs NMDA 

On étudie depuis de nombreuses années le rôle des récepteurs au glutamate 

dans les processus d'apprentissage et de mémorisation. Les récepteurs du 

glutamate, sensibles à l'action de l'agoniste NMDA, ont été identifiés comme 

indispensables au développement de la plasticité neuronale requise pour la mémoire 

(Himori et al., 1990; Smith et al., 2016). Ironiquement, les recherches tentent de 

démontrer que l'activation intempestive des récepteurs NMDA représente une 

étape clef de la neurodégénérescence. Dans cette hypothèse dite d'excitotoxicité, 

les neurones deviendraient des victimes de la suractivation des récepteurs NMDA 

(Girling et al., 2018; Li et al., 2016) qui, au passage, favoriserait 

l'hyperphosphorylation de la protéine Tau (Talantova et al., 2013). La présente étude 

a essayé d'y voir plus clair à ce propos. Outre les changements survenus sur Tau, 

on constate que l'accumulation de céramides dans les tranches d'hippocampe a pour 

effet d'accroître la phosphorylation du récepteur GluN2B à son site Tyr1472. À l'aide 

de l'approche électrophysiologique basée sur l'analyse des réponses excitatrices de 

la région CAl de l'hippocampe, il a pu être démontré que ce changement biochimique 

pouvait résulter d'une augmentation de la transmission synaptique de type NMDA. 

Depuis quelque temps déjà, les données recueillies en imagerie cellulaire 

laissent présager que les effets physiologiques des récepteurs NMDA sont 

essentiellement déterminés par la localisation des sous-unités GluN2 au niveau des 

connexions neuronales (Gardoni et al., 2009; Hanamura et al., 2017). On suspecte, de 

fait, que les effets des récepteurs GluN2B sont conditionnés par leur localisation dans 

le complexe synaptique, soit en pré-synapse où ils peuvent moduler la libération de 

neurotransmetteur, soit dans la densité postsynaptique où ils traduisent la 

transmission synaptique. Les récepteurs peuvent également se retrouver dans les 

compartiments extrasynaptiques, lesquels sont activés lors du débordement 

synaptique ou encore par la libération de glutamate par les cellules gliales (Petralia, 

2012; Thomas et al., 2006; Zhu et al., 2018). Alors qu'il apparaît que ces récepteurs 

sont essentiels à la fonction synaptique et au stockage des souvenirs, on attribue 
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également aux récepteurs GluN2B un rôle toxique dans le développement de 

maladies neurodégénératives (Rammes et al., 2017; Zh~mg and Chergui, 2015). 

Par exemple, les études sur la dégénérescence neuronale nous invitent à considérer 

les récepteurs GluN2B comme l'un des acteurs fondamentaux déclenchant les 

mécanismes sous-jacents à la mort des neurones survenant durant de multiples 

affections comme au cours de l'ischémie cérébrale, l'épilepsie, la sclérose latérale 

amyotrophique et possiblement lors de la maladie d'Alzheimer (Huang et al., 2017a; 

Huang et al., 2017b; Lu et al., · 2018). 

Les études de la localisation des récepteurs NMDA indiquent que la 

composition des sous-unités GluN2B varie considérablement selon les 

compartiments (Harris and Pettit, 2007; Sanz-Clemente et al., 2013). De façon 

générale, les données expérimentales tentent de démontrer que les effets bénéfiques 

des récepteurs GluN2B sur la mémoire découlent de l'activation des récepteurs 

situés dans la densité postsynaptique (France et al., 2017), alors que les effets 

néfastes eux sont le fruit d'une stimulation intempestive des mêmes récepteurs se 

trouvant dans les compartiments extrasynaptiques (Çiarcia-Munoz et al., 2015; 

Gardoni et al., 2009; Loftis and Janowsky, 2003; Petralia, 2012; Zhou et al., 2015b). 

Dans le cadre de ce mémoire, les travaux confirment que l'accumulation de 

céramides dans l'hippocampe est à l'origine de changements biochimiques 

susceptibles d'augmenter le nombre de récepteurs GluN2B à la surface des 

membranes neuronales. Il est permis de penser que cette surabondance de 

récepteurs intéresserait principalement les compartiments extrasynaptiques du fait 

de l'état d'hyperphosphorylation de Tau. Une hypothèse qui est du reste supportée 

par nos recherches démontant que l'effet des céramides sur Tau est complètement 

renversé par un inhibiteur spécifique aux récepteurs NMDA enrichis en sous-unités 

GluN2B. 

Bien sûr, des recherches supplémentaires seront requises afin d'élucider la 

piste de signalisation cellulaire susceptible d'expliquer la hausse de phosphorylation 

des récepteurs NMDA au site Tyr1472 de GluN2B en présence de céramides. 
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On soupçonne d'ailleurs la voie de signalisation SrcjFyn puisque plusieurs études 

mettent en évidence l'action spécifique de ces kinases au site Tyr1472, alors que 

certains travaux montrent clairement que ces kinases sont influencées par les 

céramides (Attiori Essis et al., 2015; Choi et al., 2011; Li et al., 2017; Zhang et al., 

2016). Une histoire à suivre. 

4.3 Plasticité neuronale et céramides 

Plasticité neuronale, neuroplasticité ou encore plasticité cérébrale sont des 

termes génériques qui décrivent les mécanismes par lesquels le cerveau est capable 

de se modifier lors des processus dès la phase embryonnaire ou lors d'apprentissage. 

Elle s'exprime par la capacité du cerveau de créer, défaire ou réorganiser les réseaux 

de neurones et les connexions de ces neurones. Le cerveau est ainsi qualifié de 

« plastique» ou de « malléable ». Ce phénomène intervient durant le développement 

embryonnaire, l'enfance, la vie adulte et les conditions pathologiques (lésions et 

maladies) (Jeong et al., 2016; Langer et al., 2013; Mattson, 2003). Il est responsable 

de la diversité de l'organisation fine du cerveau parmi les individus et des 

mécanismes de l'apprentissage et de la mémorisation. Ainsi, la plasticité neuronale 

est présente tout au long de la vie et est opérante avec l'expérience, dans 

l'apprentissage par exemple qui va faire des renforcements de réseaux et de 

connexions. 

De très nombreuses études ont analysé les mécanismes moléculaires et 

cellulaires de la plasticité neuronale, en prenant comme modèle les synapses 

excitatrices de l'hippocampe, qui utilisent les récepteurs NMDA pour communiquer 

(Bartsch and Wulff, 2015; Collingridge, 1987; Rezvani, 2006; Wang et al., 2009). 

Sur le plan électrophysiologique, on peut y révéler le phénomène de la L TP, un 

processus de renforcement synaptique qui correspond à une augmentation 

d'amplitude de la réponse post-synaptique à la suite d'une intense activation 

concertée de la synapse (Chiu et al., 2018; Friedlander et al., 1990). C'est dans la 
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portion initiale de la corne de Hamon (ou secteur CAl) formant l'hippocampe que 

l'on retrouve une forme de LTP susceptible de contribuer à la formation des 

souvenirs hippocampiques. Chez le rongeur, par exemple, cette forme de mémoire 

s'avère indispensable à la réalisation de tâches durant laquelle l'animal se doit de 

repérer à la nage une plateforme de sortie se situant dans une piscine (labyrinthe de 

Morris) (Brandeis et al., 1989; Tomas Pereira and Burwell, 2015). S'agissant des 

effets néfastes des céramides sur le fonctionnement normal du cerveau, ils ont été 

peu documentés à ce jour. On sait, toutefois, que l'application exogène de céramides 

a pour effet de réduire le développement de la plasticité neuronale dans 

l'hippocampe (c.-à-d. L TP). 

De manière schématique, les récepteurs NMDA, du fait de leur forte 

perméabilité au calcium, sont essentiels à l'induction de la L TP dans plusieurs 

secteurs de l'hippocampe (Shipton and Paulsen, 2014; Wiera et al., 2017), mais les 

recherches convergent pour impliquer les récepteurs de type AMPA du glutamate 

dans le maintien de ce phénomène électrophysiologique (Massicotte and Baudry, 

2004). Or, nos travaux d'électrophysiologie indiquent que contrairement aux 

récepteurs NMDA, les récepteurs AMPA ne sont pas altérés par l'accumulation de 

céramides dans l'hippocampe. Il est donc permis d'imaginer que les dommages 

précoces à la protéine Tau ne sont pas nocifs, du moins en ce qui concerne la 

transmission synaptique usuelle transmise par les récepteurs AMP A. Ce faisant, on 

pourrait imaginer que les premières anomalies cognitives rencontrées chez les 

sujets Alzheimer puissent découler non pas d'une perte neuronale, mais d'une 

incapacité du cerveau à récupérer la mémoire préalablement emmagasinée. 

Les travaux d'ontogénique ont récemment démontré que l'engramme mnésique se 

forme bien chez des souris Alzheimer et que les problèmes cognitifs résultent 

essentiellement d'un problème d'extraction de la mémoire stockée (Roy et al., 2016). 

Sur le plan cognitif, il sera bien sûr important de vérifier si les céramides peuvent 

être considérées comme des acteurs néfastes dans la récupération des souvenirs. 



CHAPITRE V 

CONCLUSION 

Les fardeaux économique et humain de la démence, plus particulièrement de 

la maladie d'Alzheimer, se sont rapidement accrus depuis les dernières décennies, 

le vieillissement de la population en étant la principale cause (Lane et al., 2018). 

Sur le plan fondamental, on s'interroge toujours sur les processus initiateurs 

sous-jacents aux atteintes cognitives chez les sujets Alzheimer et autres pathologies 

neuronales associées à des dérèglements de la protéine Tau. Un espoir apparaît dans 

une direction plutôt inattendue, à savoir l'implication des lipides céramides. 

La présente étude insiste sur le fait que les mécanismes délétères susceptibles 

d'enclencher la neurodégénérescence de type Alzheimer implique potentiellement 

une accumulation de céramides dans l'hippocampe. Bien que cette étude soit 

limitée à évaluer les niveaux d'expression de certaines protéines intracellulaires 

par la technique de western blot, elle servira certainement de base pour des 

études futures permettant d'élucider les mécanismes moléculaires des 

maladies neurodégénératives se manifestant, principalement, par un état 

d'hyperphosphorylation de la protéine Tau. 

Rappelons-le, la formation des céramides est indispensable pour le bon 

fonctionnement cellulaire et, bien qu'un grand nombre de travaux leur aient été 

consacrés, on ignore toujours leurs implications délétères dans les maladies 

neurodégénératives. On savait déjà que l'accumulation de céramides dans le cerveau 

accompagne la production d'un peptide toxique du cerveau Alzheimer, la 

~-amyloïde. Outre la ~-amyloïde, il semble d'après nos études que la protéine Tau 

soit également influencée par des taux élevés en céramides. Dans le détail, on note 

une hausse de phosphorylation au site Ser262 de la protéine en question; 

une élévation caractéristique de la démence de type Alzheimer. Expérimentalement, 
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il s'est avéré que non seulement la protéine Tau devient hyperphosphorylée sous 

l'influence des céramides, mais également les récepteurs GluN2B du glutamate que 

l'on considère toxiques. Cette découverte ouvre bien entendu la porte à de nouvelles 

théories de la neurodégénérescence et à des approches thérapeutiques inédites. 

L'objectif premier sera bien entendu d'identifier les espèces moléculaires de 

céramides capables d'affecter les récepteurs NMDA et la protéine Tau dans 

l'hippocampe lors du développement précoce de la démence Alzheimer. 

Par-delà l'intérêt fondamental de la recherche effectuée, les conséquences pour 

la santé humaine de ces observations ne sont certainement pas à négliger. S'agissant 

de la maladie d'Alzheimer et autres Tauopathies, on soupçonne depuis plus de 25 ans 

qu'elles comportent des anomalies des interactions entre Tau et les ribosomes. 

Dans une récente étude, Jose Abisambra et ses collaborateurs ont démontré que les 

ribosomes s'associent plus fortement à Tau phosphorylée dans les cerveaux atteints 

par la maladie d'Alzheimer (Meier et al., 2016). Cette association aberrante conduit 

notamment à une réduction de la synthèse protéique susceptible d'expliquer le 

dysfonctionnement synaptique survenant lors de la maladie d'Alzheimer. Des études 

devront certainement être réalisées pour déterminer si les céramides se trouvent à 

l'origine de cette interaction inhabituelle entre Tau et ribosomes. Dans la mesure où 

la production de céramides affecte de très nombreux mécanismes intracellulaires, 

les perspectives d'interventions précises visant à limiter non seulement la 

production de ces médiateurs lipidiques, mais à limiter leurs effets délétères, sont 

cruciales. 

De multiples données répertoriées dans la littérature démontrent que des 

perturbations dans les niveaux de céramides induites par des dérèglements 

enzymatiques contribuent à l'apparition de neuropathologies (Figure 5.1). Outre la 

maladie d'Alzheimer, ces désordres métaboliques ont été observés dans la démence 

associée au VIH, la leucodystrophie métachromatique, l'épilepsie et la maladie de 

Parkinson (Ben-David and Futerman, 2010). Détail fort intéressant à ce sujet, les 

éléments biochimiques et cliniques récemment compilés semblent indiquer qu'il 
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existe une corrélation entre les niveaux plasmatiques de céramides et les 

manifestations cliniques et neuropsychiatriques qui caractérisent la maladie de 

Parkinson (Xing et al., 2016a). 

/ 
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Figure 5.1 Céramides et neuropathologies. 

Épilepsie 

Les lipides céramides seraient vraisemblablement au cœur du 
développement de certaines pathologies du cerveau. D'ailleurs, les 
espèces moléculaires C16 et C18 sont souvent placées au banc des 
accusés (Tel que modifiée de : Ben-David and Futerman, 2010). 

Sur le plan biochimique, plusieurs scientifiques soupçonnent que les variations 

pathologiques en céramides impliquent, tout particulièrement, des anomalies 

enzymatiques ciblant les céramides synthases (Mullen et al., 2012). Par ailleurs, les 

expériences réalisées à ce jour tentent de démontrer que la formation des céramides 

C16 et C18 se trouve associée au développement précoce de la neurodégénérescence 

(Ben-David and Futerman, 2010). Bien entendu, on ignore toujours si ces espèces 

moléculaires sont de fait responsables de l'apparition des anomalies biochimiques 

observées à l'échelle des récepteurs NMDA et de la protéine Tau dans l'hippocampe. 

Il paraît évident que cette possibilité pourrait ouvrir la voie à de nouvelles 

perspectives thérapeutiques des maladies neurodégénératives. 
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